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RESUMEN  
Las levaduras del género Malassezia han sido reconocidas como miembros de la 
microbiota cutánea normal del hombre y otros animales. Se caracterizan por ser 
lipofílicas y la mayoría de ellas lipo-dependientes, razón por la cual requieren de una 
fuente externa de ácidos grasos para su crecimiento. Estas levaduras son agente 
etiológico de pitiriasis versicolor y foliculitis por Malassezia y puede participar como 
agente secundario o exacerbador de otras afecciones dérmicas. Además han sido 
asociadas a infecciones sistémicas en pacientes inmunosuprimidos. Los métodos 
disponibles para determinar la sensibilidad antifúngica in vitro de las levaduras son 
aplicables solo a especies de Candida y Cryptococcus neoformans. Debido a los 
requerimientos nutricionales y condiciones de cultivos especiales de Malassezia sp., su 
estudio de sensibilidad antifúngica es complejo.  
El objetivo de esta investigación fue determinar la sensibilidad antifúngica de aislados 
de Malassezia de origen clínico frente a antifúngicos de uso tópico y sistémico. Se 
estudiaron cepas de Malassezia depositadas en la colección de cultivos, aisladas de 
muestras clínicas de pacientes con afecciones dérmicas y sistémicas. La sensibilidad se 
determinó por las técnicas de microdilución en caldo y de difusión en agar. Para 
asegurar el crecimiento de estas levaduras, se modificó densidad del inóculo, 
temperatura y tiempo de incubación y se suplementó el medio base de cultivo. Se 
evaluaron fluconazol, ketoconazol, itraconazol, voriconazol, miconazol, anfotericina B y 
terbinafina. Para correlacionar ambos métodos, se aplicó análisis de regresión lineal y 
se determinó acuerdo categórico. Se procesaron un total de 120 aislados de 
Malassezia spp. Las modificaciones realizadas a la técnica permitieron el desarrollo de 
todas las especies estudiadas. Las CIM y los halos de inhibición pudieron ser leídos a las 
72 h de incubación. En general, las levaduras fueron inhibidas a bajas concentraciones 
de ketoconazol, itraconazol y voriconazol. Las sensibilidades frente al fluconazol, el 
miconazol, la anfotericina B y la terbinafina resultaron ser más variables y se 
obtuvieron altas CIM, especialmente frente a M. furfur y M. globosa. Con respecto a la 
difusión, la mayor dispersión de los halos de inhibición se observó para fluconazol, 
voriconazol y miconazol. En cambio, frente al ketoconazol y el itraconazol se observó 
menor variabilidad de los resultados. El análisis de regresión lineal no pudo ser 
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realizado para el itraconazol, el ketoconazol y la terbinafina porque no existió, en estos 
casos, relación lineal entre las variables CIM y halo de inhibición. La concordancia más 
elevada fue observada para el itraconazol y la más baja para la anfotericina B y el 
fluconazol.  
Las modificaciones realizadas a las metodologías de referencia permitieron el 
desarrollo de las especies de Malassezia y la obtención de valores de sensibilidad en 
iguales condiciones de densidad de inóculo, temperatura y tiempo de incubación. M. 
furfur, M. sympodialis y M. globosa mostraron perfiles de sensibilidad variables frente 
a los antifúngicos probados, M. furfur demostró ser la especie menos sensible y M. 
sympodialis la más sensible. Este comportamiento diferente observado entre las 
especies de mayor prevalencia, enfatiza la necesidad de realizar la identificación de 
especies. El ketoconazol, el itraconazol y el voriconazol fueron las drogas más 
efectivas, observándose poca variabilidad de la sensibilidad intra-especie. Sin embargo 
las sensibilidades fueron muy variables frente al fluconazol, miconazol, anfotericina B y 
terbinafina, y esto es importante considerando que estas son drogas de uso frecuente. 
El análisis de correlación lineal no es aplicable para comparar ambas metodologías, 
debido a que las variables CIM y halo de inhibición no se relacionan linealmente. 
Debido a estos resultados y a la poca concordancia obtenida, el método de difusión en 
agar no sería adecuado para determinar la sensibilidad antifúngica de levaduras de 
Malassezia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Introducción 
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Las levaduras del género Malassezia son organismos lipofílicos reconocidos como 
miembros de la microbiota cutánea normal de los seres humanos y otros animales de 
sangre caliente (1–3). Bajo la influencia de ciertos factores, como ser, cambios en el 
microambiente cutáneo y/o alteraciones en las defensas del hospedero, estas 
levaduras pueden volverse patógenas y participar en diversos procesos patológicos 
que incluyen desde una serie de afecciones cutáneas hasta infecciones sistémicas en 
pacientes susceptibles.  
Está demostrado que estas levaduras son agentes etiológicos de la pitiriasis versicolor 
(PV) y la foliculitis por Malassezia y que actúan como agentes secundarios en otras 
afecciones de piel donde el mecanismo patogénico es aún poco claro; por ejemplo, se 
asocian a la dermatitis seborreica (DS) y exacerban la dermatitis atópica (DA) y la 
psoriasis (PS) (2,4–9). Por otro lado, Malassezia se ha informado como causante de 
infecciones sistémicas oportunistas, particularmente en pacientes 
inmunocomprometidos y en neonatos hospitalizados (7,10–24). Esta amplia gama de 
enfermedades en las que Malassezia está involucrada, convierte a los miembros del 
género en oportunistas de gran importancia. 
Estas levaduras tienen características distintivas que hacen del suyo un género 
especial. Son incapaces de sintetizar ácidos grasos y, a excepción de Malassezia 
pachydermatis, requieren de una fuente externa de lípidos para su desarrollo (25,26). 
Además, presentan una morfología especial que las distingue de las demás levaduras, 
la brotación unipolar de base ancha permite su fácil reconocimiento en las muestras 
clínicas (4,27,28) 
Las afecciones cutáneas en las cuales Malassezia se encuentra involucrada se 
caracterizan por su carácter crónico y recidivante (4,8,29,30) y el tratamiento 
antifúngico no siempre resulta efectivo (8,29–40). Por otro lado, las afecciones 
sistémicas por estas levaduras en grupos de pacientes vulnerables son de difícil 
diagnóstico y no existe información suficiente acerca de la sensibilidad de las especies 
de este hongo que permita realizar recomendaciones basadas en la evidencia, similar a 
lo que ocurre con otros hongos poco frecuentes (8,15,16,18–22,41).  
La frecuencia de las afecciones dérmicas en las que Malassezia spp. se encuentra 
implicada, el aumento de los reportes de infecciones sistémicas en pacientes 
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susceptibles, la escasa información acerca de la sensibilidad a los antifúngicos y, por 
consecuencia, el desconocimiento acerca de terapéutica antifúngica a aplicar en cada 
caso, acentúan la necesidad de obtener datos de sensibilidad de estas levaduras 
emergentes a partir de métodos estandarizados que brinden resultados reproducibles 
y comparables.  
 
1.1. Historia y taxonomía actual  
La historia del reconocimiento de la importancia de estas levaduras como agentes 
causales de enfermedades en humanos y otros animales es una de las más 
interesantes de la medicina de los últimos 150 años. La misma comienza con el 
hallazgo de una posible asociación entre un microorganismo observado en la piel de 
pacientes con ciertas afecciones dérmicas, hasta la actualidad donde su clasificación en 
especies está basada en la taxonomía molecular. 
Las dificultades encontradas para cultivar in vitro estas levaduras han dificultado su 
investigación a lo largo de la historia, aunque la introducción de métodos moleculares 
precipitó su estudio. Estos métodos han contribuido al entendimiento de la 
patogénesis y la epidemiología de las infecciones producidas por este género. Sin 
embargo, una parte importante del estudio de estas levaduras aún se ve limitada por 
sus estrictos requerimientos nutricionales, entre ellos el estudio de su sensibilidad 
antifúngica. 
La primera observación de Malassezia se realizó en 1846, cuando Eichstedt reconoció 
la naturaleza fúngica de la PV al describir la presencia de levaduras y filamentos en el 
material obtenido de las escamas de estos pacientes. Pero el microorganismo no fue 
nombrado hasta 1853, cuando Robin llamó Microsporon furfur a las células 
redondeadas que observó en la piel de pacientes con caspa. En el año 1874, Malassez 
describió células brotantes de “varias formas” en el estrato córneo de pacientes con 
diversas enfermedades de piel. Veinte años después, Baillon (1889), estableció un 
nuevo género al que llamó Malassezia en honor a Malassez, con Malassezia furfur (M. 
furfur) como especie tipo (1,4,26). La denominación de la especie hace alusión a las 
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finas escamas de consistencia furfurácea o parecida al salvado que se desprenden de 
las lesiones de PV. 
La morfología variable de estas levaduras llevó a diferentes taxónomos a separarlas en 
base a sus formas. Por largo tiempo se creyó que las levaduras y el micelio que se 
observaban en las preparaciones microscópicas de los materiales clínicos eran distintos 
microorganismos. En 1904, Sabouraud observó la presencia de dos tipos de 
morfologías en muestras de lesiones de piel y las denominó como dos géneros 
distintos: llamó M. furfur a los filamentos en las escamas de pacientes con PV y creó el 
género Pityrosporum para la fase levaduriforme (4,42). La morfología variable de las 
levaduras llevó a algunos taxónomos a separarlas en especies, Castellani y Chalmers en 
1913, llamaron Pityrosporum ovale (P. ovale) a la forma oval (4) y en 1951 Gordon 
denominó P. orbiculare a las levaduras esféricas presentes en piel con y sin lesiones 
(4). Este fue el primer indicio de que estas levaduras formaban parte de la biota 
normal de piel. 
En 1925 Weidman aisló levaduras de la piel de un rinoceronte similares en morfología 
a P. ovale pero que no necesitaban la presencia de lípidos para su crecimiento y las 
llamó Pityrosporum pachydermatis (P. pachydermatis). Una levadura similar fue 
descripta por Gustafson en 1955, aislada de una otitis externa de un perro y la llamó 
Pityrosporum canis, aunque posteriormente fue reconocida como sinónimo de P. 
pachydermatis (2,13,14).  
Por lo tanto, hasta ese momento estas levaduras estaban incluidas dentro de dos 
géneros, Malassezia y Pityrosporum. En 1984, Yarrow y Ahearn proponen a P. ovale y 
P. orbiculare como variantes de una misma especie y ambas correspondientes a M. 
furfur (44). En esta década la biología molecular comienza a ser utilizada como una 
herramienta de identificación en microbiología y junto a diferentes estudios 
micológicos e inmunológicos se demostró, por un lado la inestabilidad morfológica de 
las formas oval y redondeada al lograr la conversión in vitro de una forma a otra y, por 
otro, que la levadura y el micelio eran sólo estados simples del complejo ciclo de vida 
de un mismo hongo (45–49). Finalmente, en 1986 en la “International Commission of 
the Taxonomy of Fungi”, fue aceptado Malassezia como único nombre genérico, 
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aunque el término "Pityrosporum" siguió siendo utilizando durante muchos años (50). 
Gueho y Meyer, en 1989, confirmaron la sinonimia de las especies P. ovale y P. 
orbiculare al demostrar una complementariedad ADN/ADN superior a 85% (51). 
En 1990, Simmons y Gueho, en base a estudios de ADN nuclear por el contenido de 
G+C describieron una nueva especie lípido-dependiente, Malassezia sympodialis (52). 
El análisis de la subunidad mayor por secuenciación del rRNA y la complementariedad 
del ADN realizado por Guillot y Gueho en 1995, confirmaron las especies ya aceptadas 
(53). En un estudio posterior, Gueho y col. realizan una revision del género utilizando 
la morfología, fisiología y biología molecular, e incluyen cuatro especies más: 
Malassezia globosa, Malassezia obtusa, Malassezia slooffiae y Malassezia restricta 
(54). 
A lo largo del tiempo diferentes esquemas fueron desarrollados con el fin de identificar 
las especies de Malassezia utilizando caracteres fenotípicos. La dependencia de lípidos 
para el crecimiento fue y es una de las características mas comunes empleda para 
diferenciar a este género de las demás levaduras. Otras propiedades incluyen: el uso 
de suplementos lipídicos, la reacción de catalasa y beta-glucosidasa y la tolerancia a 
diferentes temperaturas (7,54–57). Sin embargo, los algoritmos de identificación 
basados en caracteristicas fenotípicas y pruebas bioquímicas tienen sus limitaciones y 
no siempre permiten la identificación correcta de especies. La inclución de las técnicas 
moleculares, en particular, el análisis de secuenciación de ARNr permitieron describir 
otras especies nuevas: Malassezia dermatis, Malassezia yamatoensis y Malassezia 
japonica  obtenidas de piel humana y Malassezia nana, Malassezia equina, Malassezia 
caprae y Malassezia cuniculi, de animales (58,59).Todas estas especies infectan o 
colonizan la piel humana o animal (2,60).  
Como reciente metodología de identificación de levaduras, el Matrix-assisted laser 
desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) ha sido 
probado para la identificación de levaduras de Malassezia permitiendo la 
identificación correcta de las 14 especies del género y con resultados concordantes 
con los de análisis molecular del ADN ribosomal, prometiendo en un futuro ser un 
sistema de identificación rápida si se utiliza una base de datos ampliada (61).  
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El analisis filogenético basado en la secuenciación de dominios variables D1/D2 del 
ADN ribosomal y las regiones ITS coloca a Malassezia dentro del Phylum 
Basidiomycota, suborden Ustilaginomycotina, subclase Exobasidiomycetes, orden 
Malasseziales y familia Malasseziaceae (60). El género Malassezia forma parte de los 
pocos basidiomycetes, como Cryptococcus spp., Rhodotorula spp. y Trichosporon spp. 
que pueden producir enfermedad en el hombre y los animales. Sin embargo, a 
diferencia de estos otros géneros, las levaduras de Malassezia son más 
frecuentemente asociadas a enfermedades de la piel (2,4,5,7). 
 
Especies de Malassezia actualmente reconocidas 
 
M. furfur, (Robin) Baillon, 1889.  
M. pachydermatis, (Weidman) Dodge, 1925. 
M. sympodialis, Simmons & Gueho, 1990.  
M. globosa, Midgley y col., 1996. 
M. obtusa, Midgley y col., 1996  
M. restricta, Gueho y col., 1996. 
M. slooffiae, Guillot y col., 1996. 
M. dermatis, Sugita y col., 2002. 
M. japonica, Sugita y col., 2003. 
M. nana, Hirai y col., 2004. 
M. yamatoensis, Sugita y col., 2004.  
M. caprae, Cabañes & Boekhout, 2007.  
M. equina, Cabañes & Boekhout, 2007. 
M. cuniculi, Cabañes & Castella, 2011. 
 
1.2. Caracteristicas biológicas y fisiología del género Malassezia  
 
Malassezia se puede encontrar tanto en forma de levadura como de micelio, y es la 
levadura la que se asocia a la piel sana y la que predomina en los medios de cultivo 
(6,62). La formación de micelio se ha logrado inducir in vitro utilizando medios de 
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cultivo y en condiciones especiales, aunque no todos los aislados de este género son 
capaces de realizar esta transformación (45–49). Este micelio en realidad 
correspondería a estructuras de pseudomicelio, ya que no se han observado las 
estructuras de poros características de las hifas verdaderas (63).  
Las células levaduriformes pueden tener múltiples formas: globosas a subglobosas, 
ovales o cilíndricas, dependiendo de la especie y del medio. La reproducción asexual 
tiene lugar por un proceso de brotación unipolar enteroblástica y percurrente de base 
ancha desde la célula madre (gemación monopolar). La célula hija se separa de aquella 
que le da origen por medio de la formación de un septo seguido por la escisión (fisión), 
dejando una cicatriz en la célula parental y en el mismo punto se producen sucesivas 
gemaciones cuyas cicatrices dan lugar a la formación de un collarete como se observa 
en la figura 1 (4,27,28,63,64).  
 
Figura 1.IMR-MM 454 Malassezia furfur. Microscopía electrónica de las células.  
 
 
 
Malassezia furfur IMR-MM 454. Microscopia electrónica de las levaduras donde se observa la brotación 
unipolar de base ancha.   
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La pared celular de estas levaduras presenta múltiples capas y por microscopia 
electrónica se observa que la capa interna es corrugada con una ranura en el lugar de 
brotación, y que se adhiere fuertemente a la membrana plasmática (63). Un estudio 
realizado por Mittag demostró la presencia de una capa laminar externa que rodea la 
pared celular, similar a una cápsula, y se cree que juega un rol importante en la 
adhesión del microorganismo tanto a la piel como a los catéteres (8,65,66). La 
estructura de esta membrana externa es rica en lípidos y su composición varía de 
acuerdo al medio de cultivo utilizado, resultando así en un mecanismo de modulación 
variable  en el sistema inmune del hospedero frente a estas levaduras (66,67).   
Todas las especies de Malassezia son lipofílicas y la mayoría lipodependientes por lo 
tanto requieren para su crecimiento la suplementación de los medios de cultivos con 
ácidos grasos de cadena larga, a excepción de M. pachydermatis (68). Benham, en 
1939, fue quien por primera vez notó la necesidad de incorporar sustancias grasas al 
medio de cultivo debido a que estas levaduras presentan una incapacidad para 
fermentar azúcares y utilizan los lípidos como única fuente de carbono (69). Shifrine y 
Marr, en 1963, demostraron que estos organismos no son capaces de producir ácidos 
grasos de cadena larga particularmetne de entre C12 y C14, porque presentan un 
bloqueo en la vía de síntesis del ácido mirístico, metabolito necesario para la 
formación de ácidos grasos superiores (70).  
Nazzaro-Porro y col. reportaron que los ácidos oleico, araquidónico, esteárico, 
palmítico y varios compuestos de Tween resultaron ser las mejores fuentes de lípidos 
para el crecimiento de Malassezia; sin embargo, algunas especies como M. sympodialis 
no crecen en un medio enriquecido cuando solo utiliza ácido oleico o Tween 80 como 
únicos suplementos (52,67). A pesar de que M. pachydermatis no precisa de medios 
enriquecidos para su crecimiento, los ácidos grasos también estimulan su desarrollo 
(71). El desarrollo de todas las especies de Malassezia se produce entre los 2 a 5 días 
de incubación a temperaturas entre 30 y 35 °C (óptima 32°C, excepto M. cuniculi)(72).  
Todas las levaduras de Malassezia elaboran una amplia gama de enzimas y 
metabolitos que intervienen en la patogénesis de la enfermedad clínica. La actividad 
lipasa se ha demostrado in vitro dentro de la pared celular, en algunos sitios de la 
membrana plasmática y en el citoplasma, lo que sugiere que esta enzima se sintetiza 
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intracelularmente y es transportada luego a la superficie celular (73).También 
producen una enzima lipoxigenasa, que les otorga la capacidad para oxidar ácidos 
grasos insaturados libres y esterificados (esculeno y colesterol). La actividad 
lipoxigenasa se ha propuesto que está involucrada en los mecanismos patológicos 
asociados con la PV. Los subproductos de la lipoperoxidación producen daño a los 
melanocitos que resulta en la hipopigmentación observada en ésta entidad. El ácido 
azelaico es otro de sus metabolitos y es un inhibidor competitivo de la tirosinasa, 
enzima implicada en la producción de melanina (67,74,75). 
Por otro lado, en la PV existe una significativa carga fúngica en la piel, pero no 
presenta respuesta inflamatoria. Esto se atribuye, en parte, a la producción de una 
serie de compuestos indólicos producidas por Malassezia spp., en particular, M. furfur. 
Estos compuestos tienen la capacidad de inhibir la respuesta inflamatoria por 
diferentes vias, como ser, impedir el estallido respiratorio de los neutrofilos 
(pityriarubins), inducir la apoptosis de los melanocitos (malassezin) e inhibir la 
maduración de las células dendríticas, etc. (8,76–79).  
Las cepas de Malassezia también secretan lipasas y fosfolipasas que intervienen en el 
proceso inflamatorio de las dermatosis como DS, DA y PS (80). Ha sido demostrado in 
vitro que el aumento de la secreción de fosfolipasa provoca la liberación de ácido 
araquidónico a partir de las células epiteliales y desencadena de esta forma la 
respuesta inflamatoria (73).   
Otras enzimas secretadas por estas levaduras incluyen la fosfatasa alcanina, 
condroitin-sulfato, esterasa, galactosidasa, glucosidasa, hialuronidasa, lecitinasa, 
peroxidasa, proteasa y ureasa, entre otras (73,81). 
 
1.3. Ecología y rol patogénico 
 
Las especies de Malassezia son parte de la micobiota normal de la piel y las mucosas 
de los seres humanos y animales (2,3,82–86). La colonización se inicia en los primeros 
días de vida y alcanza las concentraciones más elevadas al iniciar la pubertad y en la 
edad temprana adulta (82,86–92). Debido a su requerimientos de una fuente de los 
lípidos, estas levaduras se encuentran más frecuentemente en áreas ricas en glándulas 
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sebáceas, como ser: tronco, espalda, cara y cuero cabelludo y con menor frecuencia en 
brazos, piernas y genitales (93,94). 
Las especies de Malassezia se han asociado a una amplia gama de enfermedades 
cutáneas y sistémicas. El papel patogénico de estas levaduras en enfermedades de la 
piel siempre ha sido motivo de controversia. Una de las cuestiones clínicas principales 
que se plantea es determinar cuál es la relación entre las especies y el desorden 
dermatológico en sí, es decir, si las levaduras de Malassezia son causa de la afección o 
bien si forman parte de un fenómeno secundario  que agrava la enfermedad. 
Actualmente, podemos discriminar distintos estados en la coexistencia de Malassezia 
con la piel del hospedador. Uno es el estado de comensal - simbiosis, en el que la 
levadura y la piel del hospedero están en equilibrio. El segundo es el estado 
patógenico, en el que existe un aumento en la carga fúngica sin inflamación (PV), o 
bien existe enfermedad con un proceso de inflamación presente (DS, DA, y PS). En 
ambos casos las levaduras de Malassezia que se encontraba como comensal,  están 
implicadas en el proceso de la enfermedad. Las evidencias demuestran que la 
interacción de las levaduras de Malassezia con la piel es multifacética e involucra 
distintos  componentes de la pared celular, enzimas y productos metabólicos del 
hongo, así como de las células que componen la epidermis (8,73,80).  
Durante muchos años se pensó que la única especie asociada a las dermatopatías era 
M. furfur (13). Actualmente se conoce que otras especies pueden colonizan e infectar 
la piel humana, entre ellas M. sympodialis, M. globosa, M. restricta, M. obtusa, M. 
slooffiae, M. dermatis, M. yamatoensis y M. japonica.  
Aunque M. globosa, M. restricta, M. furfur y M. sympodialis son las especies más 
comúnmente informadas en la bibliografía como agentes etiológicos de las afecciones 
cutaneas (8,86,95–99), algunos estudios han demostrado que la distribución de 
especies en piel sana y enferma es equivalente, lo que dificulta por lo tanto la 
identificación de la o las especies patógenas (2,97).  
Las demás especies M. nana, M. equina, M. caprae, M. cuniculi y M. pachydermatis 
son zoofílicas, aunque esta última también está involucrada en infecciones en el 
humano (2,9,60,100). 
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1.3.1 Pitiriasis versicolor  
 
La PV es una infección superficial crónica que se caracteriza por la aparición de 
máculas ligeramente descamativas, que se observan con mayor frecuencia en áreas 
seborreicas de la piel como la espalda, el pecho, el cuello y las extremidades 
proximales. Estas lesiones varían en color y pueden ser hiperpigmentadas (rosa, beige, 
marrón o negro) o hipopigmentadas (blanco). En casos más severos estas lesiones 
pueden confluir y hacerse más extensas (8,101,102).  
A pesar de que la PV es una enfermedad cosmopolita, es más prevalente en regiones 
de climas tropicales y subtropicales, con mayor incidencia en los adultos jóvenes, 
cuando la actividad de las glándulas sebáceas es mayor (8,95,96,103).  
Los factores genéticos parecen jugar un papel importante en la PV, ya que se ha 
demostrado que la enfermedad es más frecuente entre los familiares de primer grado 
(103,104). Por otro lado, determinados factores del hospedador pueden favorecer el 
desarrollo de esta enfermedad, como ser la desnutrición, el uso de anticonceptivos 
orales, los corticoides sistémicos, los fármacos inmunosupresores y la hiperhidrosis 
(9,105). 
La PV se diagnostica en base a su apariencia clínica y se confirma por examen 
micológico. La observación microscópica de una muestra de escamas obtenidas por 
raspado de una lesión revela la presencia de hifas cortas de bordes romos y levaduras, 
con un aspecto característico llamado de "spaghetti y albóndigas" (Figura 2 ) (106). El 
diagnóstico también puede realizarse por examen con la luz de Wood donde se 
observa una fluorescencia amarillo o dorado brillante característica (107,108). 
La especie más frecuentemente asociada con PV es M. globosa, pero tambien ha sido 
aislada de individuos sin lesiones, por lo que existe cierta ambigüedad en cuanto a su 
potencial patógeno (83,96,109–111). Otras especies asociadas con la PV son M. 
sympodialis, M. furfur, y menos frecuentemente M. restricta, M. slooffiae y M. obtusa 
(83,95,96,110,112).  
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Figura 2. Microscopía de escamas obtenidas de lesiones de un paciente con pitiriasis 
versicolor.  
 
 
Preparado de las escamas obtenidas de lesiones de PV con KOH 40 % más el agregado de tinta Parker 
Quick azul negro permanente (400 X). Se observan levaduras y micelio de Malassezia sp., que adoptan la 
disposición característica denominada como de "spaghetti y albóndigas". 
 
1.3.2 Dermatitis seborreica  
La DS es una dermatosis crónica y recidivante que se caracteriza por presentar lesiones 
escamo-eritematosas poco definidas. Esta enfermedad afecta principalmente zonas 
seborreicas tales como el cuero cabelludo, las cejas, los pliegues paranasales, la región 
retroauricular, el pecho, la espalda, las axilas y los genitales (113). La caspa es una 
considerada como una forma no inflamatoria de DS producida en el cuero cabelludo 
(9,114).  
Aunque la causa exacta de la DS aún no se conoce, las levaduras comensales de 
Malassezia, ciertas hormonas, los niveles de sebo y la respuesta inmunológica juegan 
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un rol importante en su desarrollo. Otros factores como drogas, la temperatura y el 
estrés pueden exacerbar esta enfermedad (115). 
La DS puede presentarse durante los primeros 3 meses de vida y durante la pubertad 
cuando la actividad de la glándula sebácea es máxima, aunque también casos en 
adultos después los 50 años cuando la actividad de la glándula es mínima (8,116). En 
general, es más grave en ciertos grupos de individuos, como ser pacientes en la fase 
temprana del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y en pacientes con 
enfermedades neurológicas crónicas, tales como la enfermedad de Parkinson 
(117,118). La prevalencia de DS en la población general varía entre 3% y 5% y se eleva 
a 30 - 83% en pacientes con SIDA (117). 
El papel patógenico de las especies de Malassezia en DS no está claro. La relación 
entre Malassezia y DS se basa en la observación de que la eliminación de las levaduras 
utilizando antifúngicos generalmente conduce a la remisión de la enfermedad, y la 
recaída se asocia a un aumento en la concentración de levaduras en el estrato córneo 
en las lesiones (4,5,119,120). Probablemente, la capacidad de las levaduras de 
Malassezia de modificar la respuesta inmune local, además de la susceptibilidad del 
hospedero y la producción de metabolitos secundarios por la levadura, participan en el 
desarrollo y el mantenimiento de la enfermedad (8,77,79,80).  
Aunque la secreción sebácea en pacientes con DS no está aumentada 
significativamente en comparación con los pacientes normales, se ha propuesto que 
las levaduras de Malassezia presentes alteran la composición del sebo por el consumo 
de ácidos grasos saturados y la liberación de ácidos grasos insaturados, resultando 
metabolitos que promueven la inflamación en estos individuos susceptibles (121). 
También se ha sugerido que las levaduras de Malassezia inducen la producción de 
citoquinas por los queratinocitos, aunque otros estudios especificos sobre la 
inmunidad celular muestran resultados contradictorios (122). 
Las especies más estrechamente relacionadas con la DS y la caspa son M. globosa y M. 
restricta (84,97,98,123–126). Sin embargo, también han sido informadas otras 
especies como M. furfur, M. sympodialis, M. obtusa y M. slooffiae (97,98,127).  
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1.3.3. Dermatitis atópica 
La DA es un trastorno inflamatorio crónico caracterizado por lesiones eczematosas con 
eritema, descamación y engrosamiento de la epidermis, acompañada con prurito. Los 
factores genéticos desempeñan un papel importante en el desarrollo de esta 
enfermedad y en muchos casos los pacientes presentan antecedentes familiares de 
DA, rinitis alérgica, asma, o una combinación de estas (9,128). 
La evidencia a favor de la participación de levaduras de Malassezia en la DA es cada 
vez mayor, especialmente cuando se considera que la enfermedad afecta 
principalmente cabeza y el cuello, que son áreas de colonización primaria por estas 
levaduras (9,29,129,130). Los cultivos en estos pacientes han sido positivos a 
Malassezia en el 83% de los casos y, similar a lo que ocurre en la DS, se ha demostrado 
que los pacientes mejoran su condición con tratamiento antifúngico tópico (97).  
La observación de IgE unidas a alérgenos propios de las levaduras de Malassezia 
sumado a la selectividad observada de la respuesta inmune por células-T, sugieren el 
papel de estas levaduras como agentes alergenos en estos pacientes susceptibles, en 
lugar de como agentes infecciosos (8,133). 
 
1.3.4. Foliculitis por Malassezia 
Similar a lo que ocurre con la PV, la foliculitis por Malassezia esta asociada con la 
colonizacion del estrato córneo por estas levaduras (9,80). Se ha visto que aquellos 
pacientes con PV y DS también presentan predisposición a desarrollar esta afección 
(134). Otras condiciones tambien favorecen el desarrollo de esta enfermedad como 
ser: cualquier tipo de inmunosupresión, la enfermedad de Hodgkin, síndrome de 
Down,  la diabetes y el embarazo.  La foliculitis por Malassezia afecta principalemente 
la espalda, el pecho y la parte superiores de los brazos (8,9,121). 
El examen histológico de las muestras obtenidas de los pacientes con foliculitis 
muestra la invasión de los folículos pilosos con un gran número de levaduras y la 
presencia de un infiltrado inflamatorio formado por linfocitos, histiocitos y neutrófilos 
(134–136). Esta invasión se traduce en el desarrollo de pápulas eritematosas y pústulas 
que en casos severos pueden evolucionar a nódulos y quistes. Comúnmente las 
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levaduras están presentes en los folículos pilosos junto a bacterias estafilococcicas y 
anaerobios (88,137).  
 
1.3.5. Otras afecciones dérmicas  
Existe evidencia que asocia a Malassezia spp. con otros tipos de afecciones de la piel. 
En particular, se ha demostrado que estas levaduras están involucradas en casos de la 
papilomatosis confluente y reticulada (138–140), aunque su rol patogénico en esta 
enfermedad es poco claro. Otros informes las relacionan con casos de onicomicosis 
(141–143), aunque es posible que su presencia en las mismas represente la asociación 
secundaria a un patógeno primario como pueden ser dermatofitos o Candida spp. (8).  
 
1.3.6. Infecciones sistémicas   
Se ha demostrado que la colonización o infección de la piel por levaduras de 
Malassezia constituyen una fuente potencial para el desarrollo de infecciones 
sistémicas en grupos de pacientes susceptibles (8,22,92,144). La especie no 
lipodependiente M. pachydermatis y especialmente M. furfur entre las 
lipodependientes, son las más comunmente asociadas en este tipo de infecciones 
(14,16,21,23,145–148). 
El primer informe acerca de una infección sistémica causada por Malassezia fué 
descripto en 1979 e involucró a un paciente con insuficiencia renal crónica que 
realizaba diálisis peritoneal ambulatoria continua (21). La mayoría de los casos, 
revisiones y estudios epidemiológicos posteriormente publicados involucran a dos 
grupos de riesgo bien definidos: el primero comprende a pacientes pediátricos y 
adultos con algún tipo de inmunosupresión severa o enfermedad de base grave 
(11,18,23,24,149–154), y el segundo incluye a lactantes que reciben nutrición 
parenteral total con suplementación lipídica a través de un cateter venoso central 
(CVC) (8,15,20,152).  
Entre las infecciones sistémicas en pacientes neonatos se reportaron casos de 
neumonitis y fungemias relacionadas a catéteres (12,22,152,155–157).  
La colonización primaria de la piel en neonatos sanos por levaduras de Malassezia no 
incluye a la especie M. pachydermatis. La misma es principalmente zoofilica, y 
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ocasionalmente ha sido aislada en la piel humana (22,158,159). Se ha demostrado que 
previo a su aislamiento en los pacientes neonatos, debe ocurrir una “transferencia” a 
partir de un portador que trasporte la levadura. En el estudio realizado por Chang y 
col. se comprobó que M. pachydermatis fue introducida en la sala de terapia intensiva 
neonatal a través de las manos de las enfermeras previamente colonizadas por 
levaduras aisladas que fueron encontradas tambien en los perros de sus casas (22). 
Las infecciones sistémicas por Malassezia spp. en adultos, tienen presentaciones 
clínicas variables y afectan principalmente a pacientes con diversos grados de 
inmunosupresión. En estos casos las caracteristicas comunes son la coexistencia de un 
CVC y de nutrición lipídica parenteral (18,149–153). Entre las enfermedades de base 
que predisponen a estas infecciones se encuentan: neoplasias malignas hematológicas, 
trasplantes, cáncer y la enfermedad de Crohn (8,11,23,154).  
Ademas de los síntomas y signos de infección sistémica, las infecciones más 
comunmente producidas por estas levaduras incluyen endocarditis (160), neumonías, 
osteomielitis y meningitis (161). Otras infecciones, como artritis séptica, otitis externa, 
abscesos y peritonitis han sido documentadas en pacientes que realizan diálisis 
peritoneal ambulatoria (148,162).  
El incremento de individuos inmunosuprimidos susceptibles a infecciones fúngicas 
oportunistas sitúa a las levaduras del género Malassezia como patógenos potenciales a 
considerar principalmente entre pacientes adultos, pediátricos y neonatos que reciben 
alimentación lipídica parenteral a través de un CVC. 
Aunque las infeciones sistemicas por estas levaduras son poco frecuentes, las mismas 
podrían estar subdiagnosticadas debido a que no es de rutina disponer de los medios 
especiales que se necesita para aislar a estos microorganismos (15,20).  
 
 
1.4. Malassezia y el estudio de sensibilidad antifúngica 
El objetivo primordial de las pruebas de sensibilidad es conocer si los microorganismos 
ensayados son sensibles o resistentes a los antimicrobianos. Aunque las condiciones de 
realización de estas pruebas son diferentes a lo que sucede in vivo, el estudio de 
sensibilidad in vitro nos permite obtener, por una lado, información particular del 
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microorganismo en si, y por otro,  datos globales como ser la distribución de los 
perfiles generales de sensibilidad y resistencia de las combinaciones que resulten entre 
microorganismo y antimicrobiano. Por otro lado, los resultados obtenidos in vitro 
sirven para guiar la  elección del tratamiento antifúngico a utilizar.  
En la selección del procedimiento que se va a realizar en el laboratorio para 
determinar la sensibilidad antifungica se deben tener en cuenta ciertas 
consideraciones. Una de ellas es establecer si los resultados se quieren expresar de 
forma cuantitativa (Concentración inhibitoria Mínima o CIM) o cualitativa (sensible, 
sensible dependiente de dosis o intermedio, o resistente). Los valores cuantitativos o 
parámetros farmacodinámicos se pueden utilizar, junto con la farmacocinética del 
antimicrobiano, para calcular índices terapéuticos. La principal ventaja de las técnicas 
cualitativas como la difusión con discos, es el bajo costo y la simplicidad en la 
realización, la lectura y la interpretación. La principal limitación de cualquiera de las 
técnicas mencionadas es que el procedimiento se realiza en una atmósfera artificial y 
no son consideradas las complejas interacciones que en realidad ocurren entre el 
microorganismo y el hospedador.  
Durante las últimas décadas el aumento en la prevalencia de las infecciones fúngicas 
ha sido constante. Los motivos son variados, pero entre ellos se destaca el incremento 
de pacientes inmunosuprimidos, así como las nuevas estrategias terapéuticas, que han 
aumentado la población susceptible de sufrir infecciones fúngicas invasivas. Por tal 
razón y en respuesta a la necesidad de contar con un método reproducible para 
determinar la sensibilidad antifúngica, en 1992 el National Committee for Clinical 
Laboratory Standards (NCCLS), actualmente Clinical Laboratory Standards Institute 
(CLSI), creó un subcomité con el objeto de estudiar y estandarizar las pruebas de 
sensibilidad a los antifúngicos para las principales especies de Candida y Cryptococcus 
neoformans (Cr. neoformans). En el año 1997 se aprobó un manual de procedimientos, 
el M27-A, para determinar la CIM de estas levaduras frente al fluconazol (FCZ), 
itraconazol (ITZ), anfotericina B (AMB) y 5-fluorocitosina y se presentaron los 
intervalos de CIM de las cepas control de calidad. En el año 2008 en un nuevo 
documento, el M27-A3, el subcomite apruebó un método de microdilución en caldo e 
incluyó voriconazol (VCZ), posaconazol (PCZ), ravuconazol y las equinocandinas, 
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caspofungina, micafungina y anidulafungina (163) al procedimiento. En el intermedio, 
y en un intento de facilitar y agilizar la realización de las pruebas de sensibilidad en los 
laboratorios de rutina, el comité estandarizó el método de difusión en disco que fue 
aprobado definitivamente en el año 2004 (documento M44-A)(164). 
A pesar de que hace más de 20 años están disponibles distintos métodos para 
determinar la sensibilidad antifúngica in vitro de las levaduras más comunes, hasta la 
actualidad, poco se ha realizado en relación al estudio de sensibilidad del género 
Malassezia comparado con el Candida spp. y Cryptococcus. Las técnicas disponibles no 
están estandarizadas para levaduras lipodependientes, por lo tanto los resultados no 
son comparables ni reproducibles. Estas levaduras presentan requerimientos 
nutricionales y condiciones de cultivos especiales que obligan a realizar modificaciones 
a las técnicas conocidas, y en consecuencia los métodos empleados para el estudio de 
sensibilidad de estas levaduras han sido de lo más diversos. Existe entonces la 
necesidad de consensuar para definir cuál será el método más adecuado a utilizar para 
determinar la sensibilidad antifúngica de las levaduras de este género. 
Los primeros estudios de sensibilidad en Malassezia spp. fueron realizados a fines de 
los años 70 y 80 por Faegermman y col. quienes estudiaron la especie llamada 
entonces P. orbiculare y realizaron las primeros ensayos de correlacion in vivo - in vitro 
con drogas como ITZ, KTZ y FCZ entre otras, demostrando alta efectividad de las dos 
primeras y menor actividad del FCZ la PV (165–167). En esa misma época Marcon y col. 
(1987) (168) realizaron un estudio de sensibilidad de M. furfur frente a antifúngicos 
sistémicos como ketoconazol (KTZ), miconazol (MCZ) y AMB. Posteriormente, Gerven y 
Odds (1995) (169) evaluaron el potencial in vitro e in vivo de antifungicos tópicos 
frente a esta misma especie. A partir de alli y hasta la actualidad diferentes estudios se 
han realizado a fin de obtener datos acerca de la sensibilidad de este género.  
M. pachydermatis ha sido la especie estudiada con mayor frecuencia, seguida por M. 
furfur (168–174). Posiblemente esto se deba a que la primera no necesita suplementos 
lipídicos y resulta la mejor alternativa para comenzar a estudiar el comportamiento de 
este género frente a las drogas antifúngicas. M. furfur, por otro lado, crece más 
fácilmente en los cultivos comparada con las demás especies, haciendo más factible su 
estudio de sensibilidad (84,175–177). 
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Los métodos disponibles han sido adaptados con el fin de evaluar las levaduras de 
Malassezia y para ello necesario realizar modificaciones al medio de cultivo, al tiempo 
y temperatura de incubación y a la densidad del inóculo. Entre las técnicas, la 
microdilución en caldo ha sido la más ensayada (7,14,168,171–173,178–182), en 
menor medida la de dilución en agar (71,169,179,183) y la difusión en agar empleando 
tiras E- test (171,174,184), y menos frecuentemente la difusion con discos y tabletas 
(170,185). 
La evidencia clínica demuestra que el ITZ y el KTZ son excelentes antifúngicos para el 
tratamiento de infecciones superficiales por Malassezia spp., especialmente en 
aquellos casos recurrentes y de lesiones extensas (7, 31, 32, 34, 36, 179, 180, 35, 164). 
El FCZ y la AMB son las drogas de elección en infecciones sistémicas por Malassezia, en 
cambio el VCZ presenta algunas limitaciones debido a que presenta gran variabilidad 
idiosincrásica teniendo que considerarse la monitorización terapéutica de la droga 
(188). La información es más escasa para drogas como el MCZ y la terbinafina (TBN). 
Debido a que el número de infecciones por Malassezia reportados en humanos y 
animales se ha incrementado en los últimos años, existe un interés verdadero en 
conocer la sensibilidad antifúngica de estas levaduras frente a los antifúngicos 
disponibles. Conocer los perfiles de sensibilidad de las combinaciones especies - droga 
antifúngica es el primer paso hacia un largo proceso que incluye la obtención de 
resultados para luego comparar, consensuar y normalizar la técnica y así poder 
establecer si existe algun grado de correlacion in vivo - in vitro del perfil antifungico de 
una levadura de Malassezia con la respuesta clínica del paciente.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                               
 
2. Objetivos  
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2.1. Objetivo general 
Determinar la sensibilidad antifúngica de aislados de Malassezia de origen clínico 
frente a antifúngicos de uso tópico y sistémico.  
 
2.2. Objetivos particulares  
1) Adaptar el método M27-A3 de dilución en caldo estandarizado por el CLSI 
para estudiar la sensibilidad de levadura del género Malassezia. 
2) Determinar la Concentración Inhibitoria Mínima de 7 drogas antifúngicas 
para diferentes especies de Malassezia aisladas de muestras clínicas 
3) Adaptar el método de difusión en agar para estudiar la sensibilidad de de 
levadura de Malassezia sp. 
4) Determinar el diámetro de los halos de inhibición de las distintas especies de 
Malassezia frente a discos y tabletas comerciales de antifúngicos.  
5) Correlacionar el método de microdilución con el de difusión en agar.  
6) Determinar la concordancia y las discrepancias entre ambos métodos 
7) Comparar los perfiles de sensibilidad de las distintas especies frente a una 
misma droga antifúngica. 
8) Verificar si existen variaciones de sensibilidad entre aislados de una misma 
especie frente a cada droga antifúngica.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3. Materiales y métodos
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3.1 Especímenes 
Para el estudio se utilizaron cepas de Malassezia que se encontraban depositadas en la 
colección de cultivos del Departamento de Micología del Instituto de Medicina 
Regional, Universidad Nacional del Nordeste (Chaco, Argentina). Todas las cepas 
estudiadas fueron aisladas a partir de muestras clínicas obtenidas de pacientes 
humanos con distintas afecciones dérmicas y sistémicas. 
Estas levaduras, previamente a ser ingresadas a la colección de cultivos, fueron 
identificadas por genotipificación, utilizando la técnica de polymerase chain reaction- 
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)(99,189). 
Se retiraron de la colección un total de 530 cepas de diferentes especies, entre ellas: 
M. furfur, M. globosa, M. sympodialis, M. restricta, M. slooffiae y M. pachydermatis. 
Las cepas de la colección de cultivos están conservadas en freezer a -70 ºC, en medio 
crioprotector (Ver Anexo Medios de cultivos y Reactivos). Previo a su estudio, fueron 
descongeladas rápidamente colocando los viales en baño de agua a 37 °C y repicadas 
en medio de Agar Dixon Modificado (Ver Anexo Medios de cultivos y Reactivos) 
incubando a 32 ºC durante 3-5 días hasta crecimiento aparente (190). Con el fin de 
obtener levaduras metabólicamente activas, cada cepa fue subcultivada 3 veces antes 
de realizar el estudio de sensibilidad. 
Se incluyeron en el estudio las cepas de referencia: M. furfur CBS 7019, M. sympodialis 
CBS 7222, M. japonica CBS 9432, M. yamatoensis CBS 9725 y M. obtusa CBS 7876. Las 
mismas son mantenidas como cultivos puros entre 30-32 °C y repicadas mensualmente 
para su conservación. 
3.2. Sensibilidad antifúngica. Método de microdilución en placa  
El estudio de la sensibilidad antifúngica se realizó determinando la concentración 
inhibitoria mínima del antifúngico frente a cada aislado, utilizando como referencia el 
método de microdilución en placa, según documento M27-A3 del CLSI (163). A este 
procedimiento se le realizaron algunas modificaciones con el fin de permitir el 
desarrollo de estas levaduras lipodependientes. 
 23 
 
3.2.1. Estandarización del inóculo  
La estandarización el inóculo requirió encontrar un disolvente que facilitara la 
homogeneización de la suspensión de las levaduras, y por otro lado, determinar que 
concentración del inóculo proporcionaba el número de unidades formadoras de 
colonias (UFC) requeridas por la técnica. Con este fin, se intervinieron en dos etapas de 
la preparación del inóculo: 
  Se ensayaron diferentes disolventes.  
 Se probaron suspensiones de distinta turbidez. 
Las alternativas a ensayar se definieron de acuerdo a las condiciones establecidas en el 
documento de referencia y a las experiencias de investigaciones similares realizadas en 
Malassezia spp.  
3.2.1.1. Valoración de los disolventes 
Las suspensiones de las levaduras fueron probadas en: 
i. Agua destilada (169)  
ii. Solución salina estéril 0,85% de ClNa (179,191) 
iii. Solución 0,04% de Tween 80 en agua destilada (192) 
iv. Solución 0,5% de Tween 20 en solución salina (184) 
3.2.1.2. Variación de la turbidez 
Se emplearon las soluciones estándar de la escala McFarland (McF) como referencia 
para comparar la densidad de la suspensión del inóculo preparada (Ver Anexo Medios 
de cultivos y Reactivos). Los patrones probados fueron:  
i. 0,5 McF 
ii. 1 McF 
iii. 2 McF 
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Cada densidad fue evaluada por duplicado para 15 aislados de Malassezia sp. Las 
suspensiones fueron preparadas a partir de colonias desarrolladas en Agar Dixon 
modificado de 5 días de cultivo a 32ºC, tocando con el asa 3-5 colonias de la placa y re 
suspendiendo las mismas en un tubo con solución salina estéril. La suspensión se agitó 
en vórtex durante 30 segundos y con ayuda de un espectrofotómetro (longitud de 
onda: 530 nm) se ajustó a la densidad deseada. 
3.2.1.3. Determinación de la concentración de las suspensiones  
La concentración de las suspensiones se determinó por recuento de colonias en placa 
de acuerdo a los siguientes pasos:  
i. La suspensión de levaduras ajustada se agitó en vórtex durante 30 segundos  
ii. Se prepararon diluciones 1:100 y 1:1000 en solución salina estéril  
iii. Se tomó una alícuota de 0,01 ml de cada suspensión y se sembró en toda la 
superficie de una placa de cultivo con Agar Dixon, mediante la técnica de 
agotamiento. 
iv. Las placas se incubaron durante 3-7 días a 32°C, con observación diaria. 
v. El recuento de UFC/ml de inóculo se obtuvo multiplicando el número de 
colonias crecidas por el factor de dilución utilizado. 
 
Se utilizó esta metodología para cada una de las tres densidades de inóculos 
ensayadas. 
 
3.2.2. Medio base de cultivo. Modificación I. 
El medio base utilizado fue el medio sintético RPMI 1640 con glutamina, sin 
bicarbonato y con rojo fenol como indicador de pH (Gibco), bufferado a pH 7.0 con 3-
N-morpholino propane sulfonic acid (Sigma-Aldrich) según lo establece el documento 
de referencia (163) (Ver Anexo Medios de cultivos y Reactivos). 
Debido a los requerimientos nutricionales de estas levaduras, el medio fue 
suplementado con distintos nutrientes con el fin de favorecer su desarrollo. La 
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selección de los mismos estuvo basada en experiencias previas de investigaciones 
similares realizadas en Malassezia spp. (182,184,191).  
Se probaron dos tipos de formulaciones. La tabla 1 muestra los suplementos 
agregados a cada medio base probado. 
 
Tabla 1. Concentraciones de los suplementos agregados a los medios base de cultivos 
utilizados en la técnica de microdilución. 
Medio RPMI 1640 suplementado I 
 
Medio RPMI 1640 suplementado II 
glucosa (1,8%) (Cicarelli) 
 
glucosa (1,8%) (Cicarelli), 
bilis de buey (0,5%) (Britania) 
 
bilis de buey (0,4%) (Britania), 
glicerol (0,1%) (Biopack) 
 
glicerol (0,1%) (Biopack), 
Tween 40 (0,5%) (Sigma Aldrich) 
 
Tween 20 (0,04%) (Sigma Aldrich), 
cloranfenicol 250 µg/ml (ELEA) 
 
cloranfenicol 250 µg/ml (ELEA) 
Tween 80 (0,05%) (Anedra) 
 
 
peptona (1%) (Britania) 
 
 
extracto de malta (0,5%) (Britania) 
 
 
 
El pH fue ajustado entre 6,9 y 7,1 a 25°C empleando solución de NaOH 1N. Los medios 
se esterilizaron por filtración, utilizando filtros de membrana de porosidad 0,22 µm 
(MS®Trading, New Technologies S.A., Buenos Aires, Argentina).  
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3.2.3. Antifúngicos 
Se estudió la actividad del FCZ, el VCZ (ambos de Pfizer), el KTZ, el MCZ, el ITZ, la AMB y 
la TBN (todos de Sigma Aldrich, Argentina). Todos los antifúngicos evaluados fueron 
adquiridos como drogas puras y mantenidas al vacío, refrigeradas y en desecación. 
Los rangos de concentración empleados fueron de 0,125 - 64 µg/ml para el FCZ y 0,03 - 
16 µg/ml para el resto de las drogas.  
3.2.3.1 Preparación de las soluciones stock de los antifúngicos   
La preparación de las soluciones de los antifúngicos se realizó según lo establecido en 
el documento de referencia (163). Los pesos necesarios para preparar las soluciones 
fueron medidos en balanza analítica calibrada. 
La mayoría de los antifúngicos son insolubles en agua, por lo tanto el solvente utilizado 
fue dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, Argentina). Para el FCZ, se utilizó agua 
destilada estéril.  
Las concentraciones de la soluciones stock o soluciones madres dependieron del 
solvente utilizado: para el FCZ se preparó una solución de concentración 10 veces 
superior a la mayor concentración testeada (640 µg/ml). Para aquellos antifúngicos 
solubles en DMSO, las drogas fueron disueltas a concentraciones 100 veces superiores 
que la mayor concentración ensayada (1600 µg/ml). Todas las soluciones stock fueron 
fraccionadas y mantenidas a -70ºC hasta el momento de ser utilizadas.  
3.2.3.2. Preparación de las diluciones de los antifúngicos. Modificación II  
Las disoluciones de los antifúngicos se prepararon siguiendo el método de las 
diluciones dobles seriadas aditivas. Las cantidades fueron diferentes según el 
antifúngico fuera soluble (FCZ) o insoluble en agua (resto de las drogas). 
i. Fluconazol. A partir de la solución madre se preparó una serie de diluciones de 
concentración 10 veces superior a la concentración final deseada, utilizando como 
diluyente RPMI 1640. La tabla 2 indica el esquema de trabajo empleado. Los 
volúmenes indicados fueron suficientes para preparar 5 placas del antifúngico. 
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Tabla 2. Esquema de preparación de las diluciones del fluconazol  
 
 
Posteriormente se realizó una dilución 1:5 adicionando a cada tubo de dilución 4 ml de 
RPMI, pero aquí se utilizó RPMI suplementado (Modificación II). La concentración del 
antifúngico en los tubos resultó así 2 veces superior a la concentración final deseada 
(de 128 a 0,25 μg/ml).  
ii. Demás drogas. A partir de la solución madre se prepararon una serie de diluciones 
a una concentración 100 veces superior a la concentración final deseada, 
utilizando en este caso como diluyente DMSO. El esquema de trabajo se detalla en 
la tabla 3. 
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Tabla 3. Esquema de preparación de las diluciones de las drogas insolubles en agua.  
 
 
Posteriormente se realizó una dilución 1:50, tomando 100 μl de cada tubo y 
transfiriendo ese volumen a otro tubo que contenía 4,9 ml de RPMI suplementado. La 
concentración de antifúngico quedó de esta forma 2X superior que la concentración 
final deseada (de 32 a 0,06 μg/ml). 
3.2.3.3. Preparación de las placas de antifúngicos  
Se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos estériles fondo en U (Griner Bio-One). El 
llenado de las placas se realizó siguiendo el esquema de la figura 3.  
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Figura 3. Esquema del cargado de las microplacas con las diluciones de los 
antifúngicos.  
 
 
Las placas de microcultivos se cargaron con 100 μl de la solución del antifúngico 
correspondiente. A cada columna le correspondió una dilución de la droga: la columna 
1 se cargó con la dilución más concentrada y así, sucesivamente, en concentración 
decreciente. Las columnas 11 y 12 se cargaron con 100 μl de RPMI suplementado sin 
antifúngico, y correspondieron a la columnas control de crecimiento (CC) y control de 
esterilidad (CE) respectivamente.  
Una vez cargadas las placas, fueron envueltas convenientemente con papel film o con 
papel de aluminio para evitar la evaporación, y conservadas a -70 °C hasta ser 
utilizadas.  
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3.2.4. Preparación de los inóculos. Modificación III 
Una vez estandarizados los inóculos a la concentración requerida por el documento de 
referencia (0,5 - 1 x106 UFC/ml), se procedió a determinar que dilución de las mismas 
proporcionaba la cantidad de levaduras necesarias para inocular las placas. 
Con este fin a partir de las suspensiones iniciales de los inóculos se realizaron dos 
diluciones: 
i. dilución 1:1000 de la suspensión inicial, según el procedimiento indicado en el 
documento de referencia (163) 
ii. dilución 1:100 de la suspensión inicial 
Las suspensiones se prepararon empleando RPMI suplementado como diluyente. La 
concentración de cada suspensión se determinó por recuento de colonias viables en 
placa, siguiendo la técnica detallada en el apartado 3.2.1.3 de esta sección. 
3.2.5. Inoculación de las placas 
El día del ensayo las placas de antifúngicos fueron retiradas del congelador y dejadas a 
temperatura ambiente hasta su completa descongelación. 
En cada microplaca se procesaron 8 cepas, 6 de Malassezia y las 2 cepas control, C. 
parapsilosis ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258.  
Todas las suspensiones de los inóculos fueron preparadas el día del ensayo y utilizadas 
dentro de los 30 minutos de su preparación.  Cada fila correspondió a 1 levadura. En 
cada pocillo de las filas 1 a la 11, se inocularon 100 µl de la suspensión del inóculo de 
las levaduras estandarizada. La carga de las placas se muestra en el esquema de la 
figura 4.  
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Figura 4. Esquema de inoculación de las placas de antifúngicos con la suspensión de 
levaduras en estudio. 
 
 
La columna 11 sin antifúngico, correspondió a la columna control de crecimiento. La 
columna 12 se cargó sólo con 100 µl del RPMI suplementado y correspondió al pocillo 
control de esterilidad. 
Al inocular las placas las concentraciones de los pocillos se diluyeron a la mitad, en 
consecuencia, la concentración final de los antifúngicos resultó entre 64 μg/ml a 0,12 
μg/ml para el FCZ y entre 16 μg/ml a 0,03 μg/ml para el resto de las drogas. 
3.2.5.1 Control del inóculo  
Con el fin de controlar las concentraciones de las suspensiones de las levaduras, a dos 
de las soluciones finales de cada placa se les realizó recuento de colonias viables. 
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3.2.6. Incubación de las placas. Modificación IV 
Las placas fueron incubadas a 32ºC y se realizaron lecturas visuales cada 24 h durante 
4 días, utilizando para este fin la ayuda de un espejo invertido. 
3.2.7. Lectura e interpretación de los resultados 
El crecimiento en cada pocillo fue comparado visualmente con el desarrollo en el 
pocillo control de crecimiento, utilizando la siguiente escala numérica:  
0, ópticamente claro (≈ 100% de inhibición) 
1, ligeramente turbio 
2, disminución prominente de la turbidez (≈ 50% de inhibición) 
3, leve disminución de la turbidez  
4, sin reducción de la turbidez.  
La CIM para los azoles se consideró como la menor concentración del antifúngico a la 
cual se observó una disminución prominente de la turbidez comparado con el pocillo 
control de crecimiento (puntuación 2, ≈ 50%).  
La CIM para la TBN fue considerada como la concentración del fármaco que inhibió en 
80% el desarrollo de la levadura y para la AMB como la menor concentración que 
impidió cualquier crecimiento discernible (puntuación de 0 o 100 % de inhibición). 
3.2.8. Control de calidad  
Se utilizaron como cepas de control de procedimiento C. parapsilosis ATCC 22019 y C. 
krusei ATCC 6258. Estas levaduras se emplearon para: 
i.  controlar del medio suplementado, comprobando su crecimiento entre las 24 - 
72 h y a 32° C, que fueron las condiciones utilizadas en los ensayos. 
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ii. comprobar que los resultados de las CIM estuvieran incluidos dentro de los límites 
establecidos en el documentos de referencia (193) se las incluyó en cada placa.  
Los inóculos de las levaduras utilizadas como control de procedimiento preparados 
como lo indica el documento M27-A3 (163), sin realizar cambios. Ambas levaduras 
fueron repicadas en medio Agar Sabouraud (Ver Anexo Medios de cultivo y Reactivos) 
e incubadas durante 24 h. Las suspensiones se prepararon tocando 5 colonias de 
aproximadamente 1 mm de diámetro y la densidad de la suspensión resultante fue 
ajustada a la turbidez 0,5 McF (1- 5x 106 UFC/ml) con espectrofotómetro a 530 nm. 
Esta suspensión inicial fue diluida 1:50 en solución salina estéril y posteriormente 1:20 
en el medio de cultivo RPMI 1640, para obtener la concentración de células de 1-5 x 
103 UFC/ml requerida para inocular en la placa de cultivo.  
Las lecturas de la CIM para estas cepas control se realizaron a las 24, 48, 72 y 96 h. Los 
intervalos de CIM empleados para las cepas de referencia se muestran en la tabla 4.  
Tabla 4. Intervalos de CIM establecidos para las cepas de referencias ATCC 6258 C. 
krusei y ATCC 22019 C. parapsilosis.  
 
C.: Candida  
Adaptado de: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Reference Method for Broth Dilution 
Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Fourth Informational Supplement. CLSI document M27-S4. 
Table 6, page number 17, vol 32. 2012. 
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3.2.9. Reproducibilidad de los resultados 
Para definir reproducibilidad del método, cada aislado se ensayó dos veces en distintas 
ocasiones.  
3.2.10. Presentación de los resultados 
 
Los valores de CIM de cada antifúngico frente a cada levadura testeada se presentan 
en frecuencias absolutas. Se calculó la media geométrica, moda, rango, CIM50 y CIM90 
(CIM a la cual el 50% y el 90% de los aislados fueron inhibidos respectivamente) para 
cada droga testeada. Por otro lado, los mismos parámetros fueron calculados para 
cada especie en particular. 
 
3.3. Estudio de sensibilidad. Método de difusión en agar  
Para el estudio de la sensibilidad antifúngica por el método de difusión en agar se 
emplearon los siguientes antifúngicos: 
i. discos de FCZ (25 µg) elaborados en el Departamento Micología del Instituto 
Nacional de Enfermedades Infecciosas ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán” (194)  
ii. tabletas Neo-SensitabsTM (Neo-Sensitabs®, Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, 
Denmark) de AMB (10 µg), FCZ (25 µg), KTZ (15 µg), ITZ (10 µg), MCZ (10 µg), TBN (30 
µg) y VCZ (1 µg). 
En ambos casos se emplearon los manuales de procedimientos proporcionados por los 
fabricantes (194,195) interviniendo en la técnica con ciertas modificaciones para 
permitir el desarrollo de estas levaduras. 
3.3.1. Medio base de cultivo. Modificación I 
El medio base utilizado fue Agar Mueller-Hinton (Britania, Argentina) más 2% glucosa y 
0,5 mg/l de Azul de Metileno (Ver Anexo Medios de cultivos y Reactivos). Este medio 
base fue suplementado con los mismos componentes añadidos al medio RPMI 1640 
utilizado en la técnica de microdilución en placa. 
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3.3.2. Preparación de los inóculos. Modificación II 
Para la preparación del inóculo se partió de un cultivo de 72 h en Agar Dixon a 32º C. 
De este cultivo se tocaron cinco colonias y se suspendieron en 5 ml de solución salina 
estéril. La suspensión se homogeneizó durante 30 segundos, y su turbidez se ajustó a 
la densidad equivalente a 1 a 5 x 106 UFC/ml, según estandarización del inóculo 
realizada en el apartado anterior. 
3.3.3. Inoculación de las placas  
La siembra de las placas conteniendo el medio de cultivo fue realizada utilizando la 
técnica de inundación:  
i. Antes de ser utilizadas, las placas fueron colocadas en estufa a 37° C durante 15 
minutos boca abajo y con las tapas ligeramente abiertas para permitir la 
evaporación de la humedad. 
ii. Se inundó la placa con 2 a 4 ml de la suspensión del inóculo, de manera de 
cubrir toda la superficie. El líquido excedente se retiró con una pipeta Pasteur 
estéril. 
iii. Se repitió el paso i para secar el exceso de humedad. 
iv. Se colocaron los discos/tabletas con la ayuda de una pinza estéril, no más de 15 
minutos tras la inoculación de las placas, para asegurar que la difusión y el 
crecimiento ocurrieran en simultáneo. 
v. Las placas sembradas se incubaron a 32º C durante 72 h, y se registraron las 
lecturas diariamente durante 3 días.  
3.3.4. Lectura e interpretación de los resultados 
La lectura de los diámetros de inhibición se realizó con un calibre. Para los azoles y la 
TBN, el diámetro de la zona límite medida fue la definida por las colonias de desarrollo 
confluente. Cuando dentro de la zona de inhibición se observaron colonias con 
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crecimiento parcialmente inhibido de un diámetro menor al de las colonias externas, 
estas no fueron consideradas en la lectura (fenómeno de arrastre). Estas colonias no 
fueron consideradas como mutantes resistentes.  
Para la AMB se midió el diámetro de la zona clara sin crecimiento visible (100% de 
inhibición). Las colonias dentro de la zona de inhibición fueron consideradas como 
mutantes resistentes.  
3.3.5. Control de calidad  
Se incluyeron como cepas de control de procedimiento C. parapsilosis ATCC 22019 y C. 
krusei ATCC 6258, y fueron utilizadas:  
i. para controlar del medio suplementado, comprobando su crecimiento entre las 
24 - 72 h y a 32° C, que fueron las condiciones utilizadas en los ensayos. 
ii. cada vez que se utilizaba un nuevo lote de placas, frente a la AMB, el ITZ, el FCZ, 
el VCZ y el KTZ, porque los demás antifúngicos no tienen intervalos de control 
establecidos. Los resultados de los halos de inhibición de estas levaduras 
fueron comparados con los intervalos establecidos en el documento de 
referencia, con el fin de validar las pruebas (196). 
Los inóculos de las levaduras utilizadas como control de procedimiento, C. parapsilosis 
ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258 fueron preparados como lo indica el manual de 
procedimientos sin realizar cambio, como se describe en la sección 3.2.8 (197).  
Las lecturas de los halos de inhibición para estas levaduras se realizaron a los 24, 48, 72 
h. Los rangos de los diámetros de inhibición establecidos para las cepas control se 
muestran en la tabla 5.  
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Tabla 5. Diámetros de inhibición de las cepas control de calidad C. krusei ATCC 6258 y 
C. parapsilosis ATCC 22019 indicadas en el documento de procedimientos de tabletas 
Rosco.  
 
 
 
Rosco diagnostica User Guides. EUCAST and CLSI potency NEO-SENBITABSTM Interpretation Zones and 
MIC Breakpoints according to CLSI. Document: 3.15.0. Yeasts (CLSI's M44-A2 Method of Diffusion on 
Agar). Page 3 /4. 2013.  
 
3.3.6. Reproducibilidad de los resultados 
Para definir reproducibilidad del método, cada aislado se ensayó dos veces en distintas 
ocasiones.  
3.3.7. Presentación de los resultados  
 
Se estableció rango de los diámetros de inhibición y se calculó la media aritmética y 
desviación estándar del total de los aislados frente a cada droga probada. 
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3.4. Comparación entre método de microdilución y difusión  
Para conocer el grado de asociación entre ambos métodos se determinaron los 
coeficientes de correlación de Pearson (r) y se realizó análisis de regresión lineal. Las 
variables a correlacionar fueron: 
i. diámetro de inhibición (variable Y: variable dependiente o de criterio) 
ii. CIM (variable X: variable independiente o predictiva) 
Además, se determinó la concordancia categórica entre ambos métodos.  
3.4.1. Gráficos de dispersión y coeficiente de correlación lineal de Pearson  
Con el fin de medir la magnitud de relación lineal entre las variables CIM y diámetro de 
inhibición se utilizó el coeficiente de correlación lineal de Pearson. Este coeficiente es 
un índice que mide el grado de covariación entre distintas variables “relacionadas 
linealmente”. Por lo tanto, antes de calcular el coeficiente de correlación de Pearson 
se debió comprobar si existe tendencia lineal en la relación entre las dos variables. 
Para esto se utilizaron los diagramas de dispersión o nube de puntos para cada una de 
las drogas evaluadas, donde se representó en el eje X el log2 de las CIM y en el eje de 
las Y  los diámetros de inhibición de cada aislamiento.  
Los valores del coeficiente de Pearson se especificaron en valor absoluto (entre –1 y 
+1). La magnitud de la relación se evidenció por el valor numérico del coeficiente y el 
signo permitió conocer la dirección de la relación, es decir si al aumentar una variable 
la otra aumenta (valor positivo), o viceversa (valor negativo).  
Una vez calculado el valor del coeficiente de correlación interesó determinar la 
significación de dicho coeficiente, y si el valor obtenido demuestra que las variables 
CIM y halo de inhibición están ciertamente relacionadas, o si tan solo presentaron la 
relación como consecuencia del azar. Con este fin, se determinó la probabilidad 
asociada o p-valor, que establece con que probabilidad el coeficiente de Pearson 
calculado de la muestra en estudio representa a una población donde no existe 
correlación lineal 
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3.4.2. Análisis de regresión lineal. Coeficiente de determinación R2. 
Para cuantificar la relación entre las dos variables se aplicó el análisis de regresión 
lineal, donde se desarrolló una ecuación lineal con fines predictivos. Para este análisis, 
también se utilizaron los diagramas de dispersión, que permitieron medir el grado de 
relación lineal que existe entre ambas variables al describir la pauta observada en la 
nube de puntos mediante una función matemática simple, tal como una línea recta.  
Con el fin de disponer de algún indicador preciso del grado en el que esa recta se 
ajusta mejor a esa nube de puntos, se utilizó el coeficiente de determinación R2, que es 
el cuadrado del coeficiente de correlación. Este coeficiente permitió expresar qué 
proporción de variabilidad compartieron las variables CIM y diámetro de inhibición 
expresandose en valores entre 0 y 1 (0 cuando las variables son independientes y 1 
cuando entre ellas existe una relación lineal perfecta). 
3.4.3. Concordancia y discrepancias entre los métodos de microdilución y difusión en 
agar. 
Los puntos de corte para la interpretación categórica no han sido establecidos para las 
levaduras del género Malassezia. En este trabajo y únicamente con el fin de facilitar el 
análisis de los resultados, se emplearon los criterios de interpretación establecidos en 
los documentos de referencia del CLSI para las especies C. albicans, C. parapsilosis y C. 
tropicalis frente al FCZ, el ITZ y el VCZ (163,193), que se observan en la tabla 6.  
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Tabla 6. Interpretación categórica para el FCZ, el ITZ y el VCZ de acuerdo a los puntos 
de corte de los documentos CLSI M27-A3/M27-S4. 
 
 
Adaptado de: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Reference Method for Broth Dilution 
Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Fourth Informational Supplement. CLSI document M27-S4. 
Table 2, page number 13, vol 32, 2012 y de *Clinical and laboratory Standards Institute (CLSI). Reference 
Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Third Informational Supplement. 
CLSI document M27-S3. Table 1, page number 9, vol 28, num 15, 2008. 
 
El método de referencia M27-A3 no permite detectar aislados resistentes a la AMB. En 
el documento considera que, cuando para un aislado de Candida spp. se obtiene una 
CIM > 1 µg/ml, es posible que esta cepa sea resistente a la AMB (163). Esta misma 
consideración fue utilizada para las cepas de Malassezia aquí evaluadas. Aquellas 
levaduras con CIM > 1 µg/ml fueron categorizadas como resistentes a este antifúngico. 
La interpretación para los halos de inhibición se realizó siguiendo los criterios de 
interpretación establecidos en los manuales de procedimientos de las tabletas Neo-
Sensitabs (tabla 7) y los discos Malbrán (tabla 8)(194,195). 
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Tabla 7. Interpretación categórica propuesta por el fabricante de tabletas Neo-
Sensitabs Rosco.  
 
 
 
Adaptado de: Rosco Diagnostica User Guides. EUCAST and CLSI potency NEO-SENBITABS Interpretation 
Zones and MIC Breakpoints according to CLSI. Document: 3.15.0. Yeasts (CLSI's M44-A2 Method of 
Diffusion on Agar). 2013. 
 
 
Tabla 8. Interpretación categórica para los discos fluconazol Malbrán 
 
 
 
Adaptado de: Método de difusión con discos para la determinación de sensibilidad a fluconazol en 
aislamientos de Candida spp. L Rodero; S, Córdoba; W, Vivot, M, Campo; P, Corfield; C, Olguín, C; A, 
Cuirolo y col. Revista Argentina de Microbiología. 38(3):155-163, 2006. 
 
De acuerdo al resultado de la CIM y del halo de inhibición, los aislados estudiados 
fueron categorizados como: 
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i. Sensible (S) 
ii. Sensible dependiente de dosis /Intermedio (SDD/I) (según la droga) 
iii. Resistente (R) 
Las categorías de sensibilidad definidas por el método de difusión en agar fueron 
comparadas con aquellas obtenidas por el método de microdilución. La concordancia 
entre los resultados fue expresada en porcentajes.  
Las discrepancias entre los métodos se expresaron como:  
i. Discrepancias muy mayores: (DMM) cuando la levadura fue categorizada como 
resistente con el método de microdilución, pero sensible con el método de 
difusión. 
ii. Discrepancias mayores (DM) cuando la levadura fue categorizada como sensible 
con el método de microdilución, pero resistente con  el método de difusión.  
iii. Discrepancias menores (Dm) cuando la levadura fue categorizada como sensible 
o resistente con el método de microdilución y sensible dependiente de dosis 
con el método de difusión o viceversa. 
La concordancia entre ambos métodos no pudo ser realizada para el MCZ y la TBN, ya 
que no existen categorías de interpretación establecidas por el método de 
microdilución para estas drogas. En este caso solo fueron categorizadas según los halos 
de inhibición obtenidos en la difusión en agar con los intervalos de interpretación 
establecidos por el fabricante (196). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. Resultados
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4.1. Especies evaluadas y origen  
Se estudiaron un total de 120 aislados de Malassezia spp., de los cuales, 115 fueron 
recuperados a partir de la colección de cultivos del Departamento de Micología del 
Instituto de Medicina Regional y las 5 cepas restantes correspondieron a las cepas de 
referencia, CBS 7019 M. furfur, CBS 7222 M. sympodialis, CBS 9432 M. japonica, CBS 
9725 M. yamatoensis y CBS 7876 M. obtusa. La recuperación de las cepas a partir de la 
colección de cultivos fue escasa: del total de las cepas retiradas de la colección (n= 
530) solo se logró el desarrollo del 21,7% de las mismas (n= 115).  
La distribución de especies fue la siguiente: 50 M. furfur (41,6%), 28 M. sympodialis 
(23,3%), 27 M. globosa (22,5%), 7 M. restricta (5,83%), 3 M. slooffiae (2,50%), 2 M. 
pachydermatis (1,67%), 1 M. japonica (0,83%), 1 M. yamatoensis (0,83%) y 1 M. obtusa 
(0,83%).  
El origen de los aislamientos estudiados fue: hemocultivos (2), raspado de piel sana (2), 
y muestras clínicas de pacientes con diagnóstico de: PV, DS, DA y foliculitis por 
Malassezia (111). La tabla 9 resume la distribución de especies de acuerdo al origen 
clínico de los aislamientos.  
Tabla 9. Distribución de las especies de Malassezia estudiadas de acuerdo a su origen 
clínico.  
 
M: Malassezia, D: dermatitis.  
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Las dos cepas de M. pachydermatis fueron recuperadas del mismo paciente, una a 
partir de un hemocultivo y otra de un raspado de piel que se realizó para verificar si 
existía colonización del paciente.   
4.2. Estudio de sensibilidad. Microdilución en placa  
4.2.1 Estandarización del inóculo  
Todos los disolventes probados permitieron la obtención de una suspensión 
homogénea de levaduras. Aunque la formación de grumos fue frecuente, con agitación 
vigorosa durante 30 segundos, se logró homogeneidad. 
Al no haber diferencias entre los disolventes, se decidió utilizar solución salina estéril, 
por ser la que se utiliza en los protocolos de referencia y, de esta manera, se modificar 
lo menos posible las condiciones analíticas respecto a la técnica estandarizada.  
En relación al patrón de turbidez seleccionado para preparar los inóculos, se estableció 
que el patrón 1 de McF proporcionaba las UFC requeridas por el protocolo de 
referencia para las suspensiones iniciales. El patrón 0,5 McF resultó en recuentos de 
UFC bajos. Por otro lado, el inóculo de densidad 2 McF resultó tan denso que no 
permitió disgregar los grupos formados de la levadura para lograr la homogeneidad de 
la suspensión necesaria para realizar el ensayo.  
En base a estos resultados, todas las suspensiones iniciales de las levaduras fueron 
preparadas a densidad 1 McF, y la turbidez ajustada con espectrofotómetro a 530 nm. 
A partir de la suspensión inicial se realizó el recuento de UFC/ml y se obtuvo un rango 
de 1 a 5 x106 UFC/ml. La tabla 10 resume el promedio de los valores de las 
cuantificaciones realizadas y el rango obtenido de las 15 de cepas de Malassezia 
empleadas para definir la concentración inicial del inóculo a utilizar.  
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Tabla 10. Rango y recuento promedio de colonias viables del inóculo 1 McF de 15 
aislados de Malassezia spp. 
 
IMR- MM: Instituto de Medicina Regional – Micología Malassezia; Nº: número; M: Malassezia.  
 
Las suspensiones iniciales 1 McF de los inóculos fueron posteriormente diluidas 1:100 
en RPMI suplementado de manera de obtener un inóculo final de aproximadamente 
104 UFC/ml. Se eligió esta dilución porque se observó que la viabilidad de las levaduras 
disminuía en un logaritmo su concentración. Por lo tanto, la concentración de UFC 
inoculada en placa fue del orden de 103/ml, que es la cantidad indicada por el 
documento de referencia (193). 
Con el fin de validar las concentraciones de los inóculos, en cada ensayo se tomó una 
alícuota de dos de las suspensiones finales (al azar) y se realizó recuento de colonias. 
En todos los casos las concentraciones estuvieron dentro de los límites establecidos (1- 
5 x103 UFC/ml). 
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4.2.2. Modificaciones al medio base de cultivo  
El medio de cultivo suplementados seleccionado fue aquel que cumplió con los 
siguientes requisitos: 
 admitió el crecimiento de todas las especies evaluadas 
 permitió una lectura clara de la CIM  
 el tiempo de lectura fue el mismo para todas las especies evaluadas  
El medio de cultivo elegido fue el RPMI 1640 suplementado I (ver sección 3.2.2.). El 
agregado de los  suplementos permitió el desarrollo de todas las especies de 
Malassezia testeadas. Los suplementos añadidos no ocasionaron turbidez del medio 
porque las proporciones relativas fueron pequeñas, permitiendo así la adecuada 
visualización de los puntos de lectura.  
Cuando el RPMI 1640 Suplementado II fue utilizado el tiempo de lectura de la CIM 
resultó especie dependiente. Aquellas especies de crecimiento más lento, como M. 
globosa, M. restricta y M. slooffiae crecieron al 5º día de incubación, período en el cual 
los valores de CIM de las cepas control no se encontraban dentro de los rangos 
establecidos, invalidando de esta manera la prueba. 
4.2.3 Lectura de la CIM 
Se consideró como valor de la CIM la lectura realizadas a las 72 h de incubación a 32° 
C, para todas las especies testeadas.  
El 16,0% de las cepas presentó “efecto de arrastre” o “efecto trailing” frente a los 
azoles, en particular frente al FCZ, MCZ y al ITZ; en estos casos, con agitación suave de 
los pocillos y 24 h más de incubación se logró un punto de lectura nítido.  
El fenómeno de arrastre también se observó en algunas cepas frente a TBN, en esos 
casos también se realizó la lectura a las 96 h, previa agitación de los pocillos.  
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4.2.4. Resultados de CIM 
La tabla 11 muestra los resultados globales obtenidos de las pruebas de sensibilidad in 
vitro, expresados en media geométrica, moda, valor máximo y mínimo, CIM50 y CIM90 
de los 120 aislados frente a los 7 antifúngicos evaluados. 
 
Tabla 11. Resultados de sensibilidad de las 120 cepas de Malassezia spp. frente a 7 
antifúngicos  
 Valor de CIM (µg/ml) 
Parámetros FCZ KTZ AMB MCZ VCZ ITZ TBN 
Media 
geométrica 
1,98 0,03 1,10 1,03 0,06 0,03 0,89 
Moda 1 0,03 1 2 0,06 0,03 0,5 
Valor mínimo 0,125 0,03 0,125 0,03 0,03 0,03 0,125 
Valor máximo >64 0,25 16 32 0,5 0,125 32 
Promedio 7,22 0,04 1,83 3,37 0,09 0,03 3,27 
Desviación 
estándar 
8,50 0,01 1,41 3,48 0,06 0,01 3,99 
CIM₅₀ 2 0,03 1 1 0,06 0,03 0,5 
CIM₉₀ 16 0,06 4 8 0,125 0,03 8 
 
FCZ: fluconazol, KTZ: ketoconazol, AMB: anfotericina B, MCZ: miconazol, VCZ: voriconazol, ITZ: 
itraconazol, TBN: terbinafina, CIM: Concentración inhibitoria mínima, CIM50 y CIM90: CIM a la cual el 50% 
y el 90% de los aislados fueron inhibidos respectivamente. 
 
La tabla 12 muestra en frecuencias absolutas, el número de aislados de acuerdo al 
valor de CIM obtenido.  
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Tabla 12. Frecuencias absolutas del valor de la concentración inhibitoria mínima para 
cada combinación especie/antifúngico.  
                                Concentración del antifúngico µg/ml (número de aislados) 
Especies (cantidad) FCZ KTZ AMB MCZ ITZ VCZ TBN 
M. furfur (n= 50) 0,125 (1) 0,03 (41)   0,03 (43) 0,03 (16)  
 0,25 (1) 0,06 (5)   0,06 (5) 0,06 (18)  
 0,5 (3) 0,125 (3)  0,125 (4) 0,125 (2) 0,125 (11) 0,125 (8) 
 1 (7) 0,25 (1) 0,25 (3) 0,25 (4)  0,25 (2) 0,25 (8) 
 2(9)  0,5 (5) 0,5 (4)  0,5 (3) 0,5 (7) 
 4 (16)  1 (19) 1 (7)   1 (12) 
 8 (4)  2 (14) 2 (14)   2 (8) 
 16 (2)  4 (6) 4 (8)   4 (2) 
 32 (4)  8 (2) 8 (4)   8 (1) 
 64 (2)  16 (1) 16 (3)   16 (2) 
 > 64 (1)   32 (2)   32 (2) 
        
M. sympodialis (n= 28) 0,125 (3) 0,03 (27)  0,03 (4) 0,03 (13) 0,03 (26)  
 0,25 (7) 0,06 (1)  0,06 (3) 0,06 (15) 0,06 (2)  
 0,5 (1)  0,125 (2) 0,125 (0)   0,125 (4) 
 1 (11)  0,25 (5) 0,25 (3)   0,25 (7) 
 2 (4)  0,5 (8) 0,5 (5)   0,5 (9) 
 4 (2)  1 (5) 1 (4)   1 (5) 
   2 (5) 2 (6)   2 (1) 
   4 (3) 4 (2)   4 (2) 
    8 (1)    
        
M. globosa (n=27) 0,125 (2) 0,03 (25)  0,03 (5) 0,03 (26) 0,03 (8)  
 0,25 (2) 0,06 (2)  0,06 (0) 0,06 (1) 0,06 (8)  
 0,5 (3)  0,125 (1) 0,125 (0)  0,125 (7) 0,125 (1) 
 1 (3)  0,25 (1) 0,25 (1)  0,25 (2) 0,25 (6) 
 2 (2)  0,5 (7) 0,5 (3)  0,5 (2) 0,5 (8) 
 4 (2)  1 (8) 1 (5)   1 (5) 
 8 (8)  2(4) 2 (3)   2 (2) 
 16 (2)  4 (2) 4 (5)   4 (1) 
 32 (2)  8 (4) 8 (2)   8 (2) 
 64 (1)   16 (3)   16 (0) 
       32 (2) 
        
M. restricta (n=7) 0,125 (1) 0,03 (4) 0,25 (2) 0,125 (3) 0,03 (7) 0,03 (3) 0,25 (3) 
 0,25 (4) 0,06 (3) 0,5 (4) 0,25 (2)  0,06 (4) 0,5 (4) 
 0,5 (1)  1 (1) 0,5 (2)    
 1 (1)       
        
M. pachydermatis (n=2) 0,5 (1) 0,03 (2) 0,25 (1) 0,25 (1) 0,03 (2) 0,06 (2) 0,5 (2) 
 1 (1)  0,5 (1) 0,5 (1)    
        
M. slooffiae (n=3) 1 (1) 0,03 (3) 0,5 (2) 0,03 (1) 0,03 (2) 0,06 (2) 1 (1) 
 2 (1)  1 (1) 0,5 (2) 0,06 (1) 0,25 (1) 2 (2) 
 4 (1)       
        
M. japonica (n=1) 1 0,03 2 2 0,03 0,03 4 
M. yamatoensis (n=1) 0,5 0,03 2 1 0,03 0,03 2 
M. obtusa (n=1) 4 0,03 0,5 4 0,03 0,125 1 
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M.: Malassezia, FCZ: fluconazol, KTZ: ketoconazol, AMB: anfotericina B, MCZ: miconazol, ITZ: 
itraconazol, VCZ: voriconazol, TBN: terbinafina. 
En general, los aislados de Malassezia fueron inhibidos a concentraciones bajas de KTZ, 
el ITZ y el VCZ. La CIM50 y CIM90 de estas drogas resultaron ser pequeñas en 
comparación con las demás. Frente al FCZ, el MCZ, la AMB y la TBN los valores de 
inhibición resultaron más variables, que se expresó en un rango de CIM más amplio en 
relación con las demás drogas.  
El FCZ mostró diferencias de acuerdo a la especie estudiada. El valor de la moda fue 
distinto para cada especie, 4 µg/ml en el caso de M. furfur, 1 µg/ml para M. 
sympodialis, 8 µg/ml para M. globosa y 0,25 µg/ml para M. restricta.  
La figura 5 muestra una placa de microdilución de FCZ a las 72 h de incubación. En la 
misma se observan diversos valores de CIM para las distintas cepas testeadas. La fila A 
muestra una CIM de 32 µg/ml, la fila B de 0,5 µg/ml y la fila D de 8 µg/ml. Las cepas de 
las filas C, E y F presentan el efecto de arrastre y precisaron 24 h más de incubación 
para definir los puntos de lectura. En esta placa se observa la variabilidad que 
muestran estas levaduras en su sensibilidad frente al FCZ.  
La figura 6 muestra otra placa de FCZ con 72 h de incubación donde se aprecia el 
efecto de arrastre en todos los aislados testeados y la diversidad en los valores 
obtenidos de CIM. La cepa de la fila A corresponde a una M. globosa con CIM de 1 
µg/ml, la fila B y C  son cepas de M. furfur de 0,5 µg/ml y de 1 µg/ml respectivamente. 
Las  filas D y F son un duplicado de una misma cepa de M. furfur con CIM ≤ 0.03 µg/ml. 
En esta placa se observa la variabilidad que muestran estas levaduras en su 
sensibilidad frente al FCZ. La fila F corresponde a una M. furfur de CIM de 4 µg/ml que 
precisó 24 h mas de incubación y agitación de los pocillos para definir el punto de 
lectura. En la fila G hay una M. sympodialis con CIM de 0,06 µg/ml. 
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Figura 5. Placa de microdilución de fluconazol. 
 
Las columnas 1 a 10 corresponden a las diluciones de la droga en orden decreciente (de 64 a 0,125 
µg/ml). La columna 11 corresponde a los controles de crecimiento y la 12 al control de esterilidad. Cada 
fila de la A hasta la G, pertenece a un aislado de M. furfur. La fila H está ocupada por la cepa control C. 
krusei ATCC 6258. 
Figura 6. Placa de fluconazol que muestra el efecto de arrastre de distintos aislados 
de Malassezia sp.  
 
Cada fila de la A hasta la G pertenece a un aislado de Malassezia sp. La fila H está ocupada por la cepa 
control C. parapsilosis ATCC 22019. El efecto de arrastre es evidente en todas las cepas de Malassezia. 
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Para el KTZ, la moda fue igual para todas las especies (≤ 0,03 µg/ml), obteniéndose 
valores de inhibición bajos en general para todas las especies frente  esta droga. Solo 
en el caso de M. furfur se obtuvieron unos algunos resultados de CIM superiores a 0,06 
µg/ml (4/50).  
AMB presento variabilidad en la CIM para todas las especies. Frente a M. furfur y M. 
globosa se obtuvieron más de un valor de CIM de elevada frecuencia absoluta. No 
hubo aislados inhibidos a concentraciones bajas de la AMB (<0,125 µg/ml).  
La figura 7 muestra una placa de microdilución de AMB de 72 h de incubación. En la 
fila B se observa una CIM ˃ 16  µg/ml que corresponde a una cepa de M. furfur, y en la 
fila G una CIM de 2 µg/ml de un aislado de M. globosa.  
Figura 7. Placa de microdilución de Anfotericina B 
 
Las columnas 1 a 10 corresponden a las diluciones de la droga en orden decreciente (de 16 a 0,03 µg/ml 
de AMB). La columna 11 corresponde a los controles de crecimiento y la 12 a los de esterilidad. Cada fila 
de la A hasta la G, corresponde a un aislado de Malassezia spp. La cepa control C. parapsilosis ATCC 
22019 está ubicada en la fila H.  
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El MCZ mostró un rango amplio de valores de CIM. El 57% de los aislados de M. furfur 
presentó valores de CIM de MCZ dentro de un rango de tres diluciones (1 - 4 µg/ml), 
en cambio  para el resto de las especies los resultados mostraron una distribución más 
equitativa, sin que ningún valor de CIM tuviera una frecuencia elevada. 
En el caso del ITZ solo dos aislados de M. furfur mostraron valores de CIM de 0,125 
µg/ml; el resto de las cepas fueron inhibidas a concentraciones más bajas de esta 
droga. Solo para M. sympodialis el valor de la moda frente a el ITZ fue de 0,06 µg/ml, 
para todas las demás especies fue 0,03 µg/ml.  
La figura 8 muestra una placa de microdilución de ITZ de 72 h de incubación. En la 
misma se observa la inhibición a concentraciones bajas de esta droga de todos los 
aislados probados. 
Figura 8. Placa de microdilución de itraconazol. 
 
 
Las columnas 1 a 10 corresponden a las diluciones del ITZ de 16 a 0,03 µg/ml. La columna 11 
corresponde a los controles de crecimiento y la 12 a los de esterilidad. La cepa control C. parapsilosis 
ATCC 22019 está ubicada en la fila C. Las demás corresponden a aislados de Malassezia. Las CIM para 
todas las cepas varían entre 0,03 µg/ml filas A, B, D, E y H, y 0,06 µg/ml filas F y G. 
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Después del ITZ y el KTZ, el VCZ resultó ser la droga más efectiva. Solo el 7,5% del total 
de los aislados fueron inhibidos a una CIM ≥ 0,25 µg/ml, que según el documento de 
referencia es el valor establecido para considerar a una levadura del género Candida 
con sensibilidad disminuida a este antifúngico.  
A pesar de que la sensibilidad frente a TBN resultó muy variable para todas las 
especies en general, las modas fueron similares (M. furfur: 1 µg/ml, M. sympodialis, M. 
globosa y M. restricta: 0,5 µg/ml).  
 
4.2.4.1. Malassezia furfur  
La tabla 13 muestra los resultados de la media geométrica, moda, valor máximo y 
mínimo, CIM50 y CIM90 obtenidos para los 50 aislados de M. furfur. 
 
Tabla 13. Valores de sensibilidad en µg/ml de 50 cepas de Malassezia furfur frente a 
los 7 antifúngicos probados. 
 
 
FCZ: fluconazol, KTZ: ketoconazol, AMB: anfotericina B, MCZ: miconazol, VCZ: voriconazol, ITZ: 
itraconazol, TBN: terbinafina, CIM: Concentración inhibitoria mínima, CIM50 y CIM90: CIM a la cual el 50% 
y el 90% de los aislados fueron inhibidos respectivamente. 
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Los valores de CIM más elevados se observaron frente al FCZ, el MCZ, la AMB y la TBN. 
Los más bajos fueron para el ITZ, el KTZ y el VCZ.  
En el caso del FCZ, los valores de la media geométrica, moda, CIM50 y CIM90 fueron 
superiores a 2 µg/ml, que es el valor límite inferior a partir del cual el documento de 
referencia categoriza a las cepas del género Candida como Sensibles (193). El rango 
obtenido frente a esta droga incluyó todos los valores de diluciones utilizados en la 
determinación (0,125 - >64 µg/ml), mostrando  variabilidad intraespecie frente a esta 
droga.  
Las drogas con menor dispersión de la CIM fueron el ITZ y el KTZ. El 90% de las aislados 
de esta especie (45/50) presentaron un valor de CIM ≤ 0,06 µg/ml frente a estas 
drogas.   
En el caso de AMB, el 24% de las cepas presentaron valores de CIM ≤ 1 µg/ml, 
consideradas como Sensibles según el CLSI, y el 76% presentó CIM ≥2 µg/ml. No hubo 
aislamientos con valores de CIM frente a AMB  ≤0,125 µg/ml. 
4.2.4.2. Malassezia sympodialis  
La tabla 14 muestra los resultados de la media geométrica, moda, valor máximo y 
mínimo, CIM50 y CIM90 obtenidos para los 28 aislados de M. sympodialis. 
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Tabla 14. Valores de sensibilidad en µg/ml de 28 cepas de Malassezia sympodialis 
frente a los 7 antifúngicos probados. 
 
FCZ: fluconazol, KTZ: ketoconazol, AMB: anfotericina B, MCZ: miconazol, VCZ: voriconazol, ITZ: 
itraconazol, TBN: terbinafina, CIM: Concentración inhibitoria mínima, CIM50 y CIM90: CIM a la cual el 50% 
y el 90% de los aislamientos fueron inhibidos respectivamente. 
 
En general, frente esta especie, todos los antifúngicos ensayados fueron muy eficaces. 
Los valores de media geométrica para todas las drogas no alcanzaron el valor de 1 
µg/ml.  
Para el KTZ, el ITZ y el VCZ se obtuvieron valores de CIM dentro de intervalos muy 
estrechos que solo incluyeron las dos concentraciones más bajas (0,03 y 0,06 µg/ml). Si 
bien para el FCZ, el MCZ, la TBN y la AMB se observó mayor dispersión de los 
resultados, la mayoría de las aislados fueron inhibidos a bajas concentraciones de 
estas drogas (CIM90 ≤2 µg/ml).  
4.2.4.3. Malassezia globosa   
La tabla 15 muestra los resultados de la media geométrica, moda, valor máximo y 
mínimo, CIM50 y CIM90 obtenidos para los 27 aislados de M. globosa. 
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Tabla 15. Valores de sensibilidad en µg/ml de las 27 cepas de Malassezia globosa 
frente a los 7 antifúngicos probados.  
 
M. globosa  FCZ  KTZ  AMB  MCZ  VCZ  ITZ  TBN  
Media geométrica 2,79  0,03  1,28  1,01  0,07  0,03  0,92  
Moda  8  0,03  1  0,03/1/4*  0,03/0,06*  0,03  0,5  
Valor mínimo 0,125  0,03  0,125  0,03  0,03  0,03  0,125  
Valor máximo 64  0,06  8  16  0,5  0,06  32  
CIM50  4  0,03  1  1  0,06  0,03  0,5  
CIM90  16  0,03  4  8  0,25  0,03  4  
 
FCZ: fluconazol, KTZ: ketoconazol, AMB: anfotericina B, MCZ: miconazol, VCZ: voriconazol, ITZ: 
itraconazol, TBN: terbinafina, CIM: Concentración inhibitoria mínima, CIM50 y CIM90: CIM a la cual el 50% 
y el 90% de los aislamientos fueron inhibidos respectivamente.  
*Frente a MCZ y VCZ más de un valor de CIM resultó de elevada frecuencia  
 
Para M. globosa los valores de CIM más elevados se obtuvieron con el FCZ, la AMB, el 
MCZ y la TBN, y los más bajos con el KTZ, el ITZ y el VCZ. 
El FCZ, la AMB, el MCZ y la TBN mostraron una amplia variabilidad en su actividad 
frente a los aislados de esta especie. Para el caso del MCZ y el VCZ se obtuvo más de 
un valor de CIM con la misma frecuencia absoluta, resultando trimodal para el caso del 
MCZ y bimodal para el caso del VCZ.  
Similar a lo ocurrido con demás especies, el ITZ y el KTZ demostraron ser drogas 
altamente efectivas frente a M. sympodialis, con valores de CIM inferiores a 0,03 
µg/ml para el 90% de los aislados. Frente al VCZ, más del 14 % de los aislados 
resultaron con valores de CIM superiores a 0,25 µg/ml, que es el valor de corte a partir 
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de la cual las cepas se categorizan con sensibilidad disminuida según el documento de 
referencia (193).  
4.2.4.4. Malassezia restricta   
La tabla 16 muestra los resultados de la media geométrica, moda, valor máximo y 
mínimo de los 7 aislados de M. restricta.  
 
Tabla 16. Valores de sensibilidad expresados en µg/ml de 7 cepas de Malassezia 
restricta frente a los 7 antifúngicos probados. 
 
M. restricta  FCZ  KTZ  AMB  MCZ  VCZ  ITZ  TBF  
Media geométrica  0,27  0,04  0,5  0,23  0,05  0,03  0,41  
Moda  0,25  0,03  0,5  0,125  0,06  0,03  0,5  
Valor máximo  1  0,06  1  0,5  0,06  0,03  0,5  
Valor mínimo  0,125  0,03  0,25  0,125  0,03  0,03  0,25  
 
M.: Malassezia, FCZ: fluconazol, KTZ: ketoconazol, AMB: anfotericina B, MCZ: miconazol, VCZ: 
voriconazol, ITZ: itraconazol, TBN: terbinafina. 
 
Las cepas evaluadas de esta especie mostraron valores de sensibilidad bajos frente a 
todas las drogas probadas (moda ≤ 0,5 g/mL). No se calcularon CIM50 y CIM90 porque 
el número de aislados estudiados de esta especie fue pequeño.  
4.2.4.5. Otras especies  
La tabla 12 muestra los valores de CIM obtenidos para cada una de las cepas evaluadas 
de M. slooffiae, M. pachydermatis, M. japonica y M. obtusa.  
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Los dos aislados de M. pachydermatis obtenidos de diferentes muestras de un mismo 
paciente presentaron valores de CIM similares para todas las drogas. Solo se observó 
diferencias de una dilución en la lectura frente al FCZ, la AMB y el MCZ, pero es 
aceptable una diferencia en más menos 1-2 diluciones. 
M. japónica presentó valores de CIM elevados frente a la AMB, el MCZ y la TBN y bajos 
frente al resto de las drogas. La cepa de M. yamatoensis mostró CIMs bajas para todos 
los azoles, y elevadas para la AMB y la TBN.  
El comportamiento de las tres cepas de M. slooffiae fue diferente frente al FCZ, el MCZ 
y el VCZ, y para a la AMB, el ITZ y la TBN la CIM varío en una dilución.  
Para este grupo de especies y similar a lo  ocurrido con M. furfur, M. globosa y M. 
sympodialis, el ITZ y el KTZ resultaron ser las drogas más efectivas, con valores de CIM 
que no superaron 0,06 µg/ml.  
4.2.5 Control de calidad  
Los valores de la CIM obtenidos para las dos levaduras control  resultaron dentro de 
los límites establecidos por el documento de referencia (193). Las lecturas de la CIM 
para estas cepas control se realizaron a las 24, 48, 72 y 96 h. 
 
4.3. Estudio de sensibilidad. Difusión en agar 
Del total de las levaduras evaluadas, 50 aislados se incluyeron en los estudios de 
sensibilidad por difusión en agar. Las especies estudiadas fueron: 30 M. furfur, 10 M. 
globosa y 10 M. sympodialis.  
 
4.3.1 Modificaciones al medio de cultivo base  
El medio de cultivo Mueller- Hinton suplementado cumplió con los siguientes 
requisitos: 
 admitió el crecimiento de todas las especies aisladas  
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 permitió unificar el tiempo de lectura de los halos de inhibición para todas las 
especies.  
 no presentó opacidad, de manera que la lectura de los halos de inhibición 
pudieron realizarse con facilidad. 
Al contener los mismos suplementos que el caldo base utilizado en el método de 
microdilución, se optimizó la comparación entre ambas técnicas.  
 
4.3.2. Selección de la suspensión del inóculo  
La suspensión inicial de las levaduras fueron preparadas a densidad 1 McF, y la 
turbidez se ajustó en espectrofotómetro a 530 nm. Esta concentración del inóculo 
proporcionó un número de UFC del orden de 106 UFC/mL como se demostró por 
recuento de colonias en placa (tabla 10). 
 
4.3.3 Lectura de los halos de inhibición  
El diámetro de los halos de inhibición para todas las especies evaluadas fue leído a las 
72 h de incubación a 32º C. 
Aunque algunos aislados presentaron crecimiento confluente a las 48 h, en ciertos 
casos, al incubarse 24 h más, los diámetros leídos resultaban ser mayores. Esto sucedía 
en aquellas cepas que presentaban efecto de arrastre, fenómeno que se evidenciaba 
luego de las 72 h de incubación. Similar a la microdilución, este fenómeno fue 
observado principalmente frente a los derivados azólicos y, en ciertos casos, frente a la 
TBN. Por lo tanto, para minimizar errores por defecto en la lectura de los halos, para 
todos los aislados, se consideró la lectura efectuada a las 72 h de incubación.  
 
4.3.4. Control de calidad  
Los halos de inhibición de las cepas control de calidad mostraron valores incluidos 
dentro de los rangos establecidos por los fabricantes (194,196).  
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4.3.5. Diámetros de inhibición. Presentación de los resultados 
La tabla 17 resume los resultados de los halos de inhibición de las 50 cepas obtenidos 
por el método de difusión en agar. 
 
Tabla 17. Diámetros de inhibición (media aritmética, desviación estándar y rango) 
obtenidos para los 50 aislados de Malassezia estudiados por el método de difusión 
en agar. 
 
 
Ma: media aritmética; DS: desviación estándar, mm: milímetros.  
 
Para el FCZ se observó la mayor dispersión en los diámetros de inhibición con respecto 
al valor medio, tanto con las tabletas Neo-Sensitabs® como con los discos Malbrán. 
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El MCZ también mostró un intervalo amplio de resultados, aunque la dispersión de las 
determinaciones alrededor del valor medio fue menor. En el caso del VCZ, en general, 
los halos fueron altos comparados con las demás drogas (valor mínimo= 31 mm). 
La AMB fue la droga que tuvo el rango de resultados más acotado en comparación con 
las demás drogas.  
 
La figura 9 muestra algunos ejemplos de placas de difusión en agar de aislados de 
Malassezia frente a diferentes antifúngicos. Se observan halos de inhibición que 
permite categorizar a las cepas como sensibles. 
 
Figura 9. Placas de difusión en agar de diferentes especies de Malassezia. 
 
 
 
Sensibilidad antifúngica por difusión en agar de distintos aislados de Malassezia sp. luego de 72 h de 
incubación. A: IMR-MM 655 M. furfur, B: IMR-MM 824 M. sympodialis, C: IMR-MM 678 M. furfur, D: 
IMR-MM 394 M. globosa, E: IMR-MM 822 M. furfur y F: IMR-MM 459 M. furfur. 
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La figura 10 muestra una placa de difusión en agar de una cepa de M. sympodialis con 
halos de inhibición sensible a todos los antifúngicos probados.  
 
Figura 10. Placas de difusión en agar de un aislado de Malassezia sympodialis  
 
 
IMR-MM: Instituto de Medicina Regional – Micología Malassezia.  
 
La figura 11 muestra algunos ejemplos de placas de difusión en agar de aislados de 
Malassezia frente a diferentes tabletas de antifúngicos. Se observan halos de 
inhibición pequeños o bien la ausencia de los mismos frente al menos una de las 
drogas probadas.  
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Figura 10. Placas de difusión en agar de aislados de Malassezia spp. resistentes a 
algunos de los antifúngicos probados. 
 
Sensibilidad antifúngica por difusión en agar luego de 72 hs de incubación de distintos aislados de 
Malassezia. A: IMR-MM 375 M. furfur, B: IMR-MM 228 M. globosa, C: IMR-MM 529 M. furfur y D:   IMR-
MM 678 M. furfur.  
 
4.4. Correlación microdilución - difusión  
 
4.4.1. Coeficiente de correlación de Pearson. Gráficos de dispersión  
 
Para definir si era factible aplicar el coeficiente de correlación de Pearson, se realizaron 
los diagramas de dispersión de las CIM en función de los halos de inhibición para cada 
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una de las drogas (gráficos  1- 8). Con el fin el mejorar la visualización de la nube de 
puntos, se aplicó log2 al valor de la CIM, de manera de linealizar los resultados. La 
disposición lineal entre las variables CIM y halo de inhibición se observó en la mayoría 
de los antifúngicos, excepto para el ITZ y el KTZ.  
 
Gráfico 1. Diagrama de dispersión que relaciona las variables log2 CIM y diámetro de 
inhibición de los 50 aislados para el fluconazol. 
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Gráfico 2. Diagrama de dispersión que relaciona las variables log2 CIM y diámetro de 
inhibición de los 50 aislados con discos  de fluconazol Malbrán. 
 
Gráfico 3. Diagrama de dispersión que relaciona las variables log2 CIM y diametró de 
inhibición de los 50 aislados para el ketoconazol. 
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Gráfico 4. Diagrama de dispersión que relaciona las variables log2 CIM y diámetro de 
inhibición de los 50 aislados para miconazol. 
 
Gráfico 5. Diagrama de dispersión que relaciona las variables log2 CIM y  diámetros 
de inhibición de los 50 aislados para el voriconazol. 
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Gráfico 6. Diagrama de dispersión que relaciona las variables log2 CIM y diámetro de 
inhibición de los 50 aislados para el itraconazol. 
 
Gráfico 7. Diagrama de dispersión que relaciona las variables log2 CIM y diámetro de 
inhibición de los 50 aislados para anfotericina B. 
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Gráfico 8. Diagrama de dispersión que relaciona las variables log2 CIM y diámetro de 
inhibición de los 50 aislados para la terbinafina. 
 
 
Los resultados de los coeficientes de correlación lineal de Pearson (r) se presentan en 
la tabla 18. En todos los casos se observa que la relación entre ambas variables es 
negativa, es decir, que al aumentar el valor de CIM disminuye el valor del halo de 
inhibición.  
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Tabla 18. Coeficientes de correlación lineal de Pearson obtenidos al relacionar los 
resultados de CIM y diámetro de inhibición.  
 
 
La relación lineal más fuerte se observa frente al FCZ, tanto para discos Malbrán como 
con las tabletas de FCZ, MCZ, AMB y VCZ.  
Lo observado en el diagrama de dispersión para el KTZ y el ITZ también se expresa en 
el valor del coeficiente r y el p-valor, mostrando que para estas dos drogas la relación 
entre las variables CIM y diámetro de inhibición no es lineal.  
Para las demás drogas, se observó una correlación lineal probable, por lo tanto se 
realizó el análisis de regresión lineal a los resultados.  
 
4.4.2. Análisis de regresión lineal. Coeficiente de determinación 
 
La tabla 19 muestra los coeficientes de determinación para cada droga obtenidos al 
realizar el análisis de regresión simple. El análisis no se realizó para el ITZ, KTZ y TBN ya 
que en el apartado anterior quedó demostrado que las variables CIM y diámetro de 
inhibición no se relacionan linealmente. 
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Tabla 19. Coeficientes de determinación (R2) obtenidos por análisis de correlación 
lineal.  
 
 
4.5.3. Concordancia entre los métodos de microdilución y difusión 
 
La tabla 20 muestra las categorías de sensibilidad de las 50 cepas estudiadas de 
acuerdo al método empleado, utilizando los puntos de corte establecidos para Candida 
sp. en los respectivos documentos de referencia (193,196). 
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Tabla 20. Distribución por categorías de sensibilidad de las 50 cepas según el método 
utilizado. 
 
 
S: sensible; SDD: Sensible dependiente de dosis; R: resistente; MD: microdilución; DD: difusión con 
discos; I: intermedia. a: los puntos de corte para interpretación del ketoconazol, miconazol y terbinafina 
no han sido establecidos por el método de referencia. b: para ketoconazol, miconazol y terbinafina no 
existe categoría SDD establecida en el método de difusión con tabletas; para estas drogas se utiliza la 
categoría de sensibilidad Intermedia.  
 
El FCZ mostró una diferencia significativa en la categorización de los aislados entre 
ambos métodos. Con el método de microdilución, el 68% de las cepas presentaron una 
disminución de sensibilidad frente a esta droga (sensibles dependientes de dosis: 24% y 
resistentes: 44%). Sin embargo con el método de difusión en agar, tanto tabletas como 
discos Malbrán, las cepas fueron categorizadas mayoritariamente como sensibles (78% 
sensibles con tabletas y 72% con discos Malbrán).  
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Frente al ITZ por el método de microdilución, todas las cepas fueron categorizadas 
como sensibles; en cambio según el método de difusión un 10% de las mismas resultó 
con sensibilidad disminuida frente a esta droga. 
Con respecto a la AMB y al VCZ con el método difusión en agar, los 50 aislados fueron 
categorizados como sensibles, según puntos de corte establecidos por el fabricante. 
Sin embargo, por microdilución en caldo para la AMB, más del 60% de las cepas 
mostraron una CIM ˃ 1 µg/ml, que serían categorizadas como cepas resistentes según 
el documento del CLSI para Candida sp. 
Para el MCZ con el método de difusión en agar, la mayoría de los aislados dieron un 
valor de halo de inhibición dentro de una categoría de sensibilidad disminuida (el 58% 
sensibilidad intermedia y 18% resistente). El valor medio de los diámetros de inhibición 
frente a esta droga se corresponde con la categoría de sensibilidad intermedia, distinta 
a las demás drogas donde todos los valores medios resultaron dentro del rango de la 
categoría sensible (tabla 17).  
El mayor número de cepas categorizadas como resistentes se observó frente al FCZ y a 
la AMB, independientemente del método utilizado.  
La tabla 21 muestra la concordancia de categorías entre los halos de la inhibición 
(difusión en agar) y el valor de la CIM (dilución en caldo), empleando los criterios de 
interpretación establecidos para las especies de Candida en los respectivos 
documentos.  
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Tabla 21. Porcentajes de concordancia y discrepancias entre el método de dilución y  
difusión en agar para los 50 aislados de Malassezia sp.  
 
 
 
 
La comparación de ambas técnicas no fue posible para el KTZ, el MCZ y la TBN debido a 
que no existen puntos de corte en el documento de referencia para categorizar los 
resultados frente a estas drogas. Sin embargo, en el documento de procedimientos de 
las tabletas Neo-Sensitabs® Rosco se establecen categorías de interpretación según 
halo, aunque no se especifican las referencias.  
La porcentaje de concordancia más elevado fue observado frente al ITZ y al VCZ.  La 
menor concordancia fue obtenida frente a la AMB y el FCZ, como lo muestran los 
resultados de las discrepancias mayores para ambas drogas. Todos los aislados que 
tuvieron CIM ˃1µg/ml frente a la AMB no fueron detectados por el método de difusión 
en agar. Los valores de los diámetros de inhibición para esta droga se presentaron en 
un rango acotado y el 100% de las cepas correspondieron a la categoría de sensible, 
mientras que el valor de las CIM resultó en un intervalo amplio y en su mayoría fueron 
categorizadas como resistentes. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. Discusión
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Las dificultades de cultivar in vitro Malassezia spp. no solo han entorpecido su estudio 
taxonómico, sino el conocimiento acerca de su sensibilidad antifúngica.  
Con el fin de conocer la sensibilidad de estas levaduras, distintas investigaciones han 
utilizado los métodos de difusión y dilución en diferentes medios líquidos 
(14,179,180,182,184,191,192,198–201) y sólidos (169,179,185,202–205). Pero las 
diferencias metodológicas que existen entre estas determinaciones limitan la 
comparación de los resultados.  
También se debe considerar que muchas de las publicaciones sobre sensibilidad de 
Malassezia spp. son anteriores al reconocimiento de las nuevas especies, o bien, han 
sido realizados con cepas identificadas por métodos convencionales los cuales dan 
resultados ambiguos en la diferenciación de algunas especies (177,182,202,204). Por lo 
tanto, estos resultados son discutibles. 
5.1. Especies evaluadas  
La limitada viabilidad de las levaduras del género Malassezia y su difícil preservación 
son algunos de los factores que complican el estudio de este género (54,63,175,176). A 
pesar de que las cepas de Malassezia aquí utilizadas son conservadas en colección de 
cultivos de acuerdo a lo sugerido en una investigación realizada por Crespo y col. como 
mejor alternativa (176), en este estudio el bajo porcentaje recuperado confirmó la 
poca viabilidad de estas levaduras (21,7% ). 
El número estudiado de cada especie dependió de la recuperación de las mismas 
desde la colección de cultivo. M. furfur, M. globosa y M. sympodialis fueran las 
especies recuperadas en mayor número, y esto estuvo en relación directa con que son  
las especies más frecuentemente recuperadas a partir de muestras clínicas y, 
consecuentemente, el número de aislamientos almacenados en la colección de 
cultivos es mayor. Similar a lo observado en este estudio, en otras investigaciones 
referentes a la sensibilidad de este género, estas tres fueron las especies estudiadas 
con mayor frecuencia (180,181,184,200).  
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M. furfur fue la especie estudiada en mayor número con respecto a las demás y esto se 
debe a que es la especie que crece más favorablemente en los cultivos y es más viable 
en su preservación (84,175–177). Otras como M. globosa , M. restricta y M. slooffiae 
crecen más lentamente que M. furfur en el cultivo (97). 
 
5.2. Estudio de la sensibilidad antifúngica. Método de microdilución en placa.  
5.2.1. Densidad del inóculo 
La densidad de los inóculos empleados en este procedimiento fue mayor que la 
recomendada en el documento M27-A3. Esta densidad fue elegida cuando al realizar el 
recuento de colonias viables de las suspensiones de los inóculos, se observó que la 
cantidad de levaduras obtenidas luego del cultivo descendía en un logaritmo su 
concentración inicial, más aún, en aquellas especies de menor viabilidad como M. 
restricta, M. globosa y M. slooffiae (176).  
El recuento de colonias realizado a las 15 cepas de las diferentes especies permitió 
establecer que con la concentración 1 McF de la suspensión de inóculo el recuento de 
viables se obtendría dentro de un rango (entre 1,25-5,09 x106 UCF/ml), 
independientemente de las especie a evaluar.  
 
5.2.2. Medio de cultivo 
Todas las especies de Malassezia, excepto M. pachydermatis, requieren de una fuente 
exógena de lípidos para su crecimiento (206,207). Por este motivo fue necesario 
suplementar el medio de cultivo base utilizado para el estudio de sensibilidad.  
En 1964 van Abbe recomendó el medio Dixon Agar como un medio de cultivo complejo 
que permitía el crecimiento de las levaduras de este género (208). Años después 
Midgley propuso una modificación, y lo llamó Agar Dixon Modificado (62). Ambos 
medios permiten el crecimiento de todas las especies de Malassezia hasta ahora 
conocidas. La mayoría de los sustratos que componen estos medios son los que se han 
adicionado al medio base RPMI para el estudio de  la sensibilidad, entre ellos: peptona, 
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Tween 40, extracto de malta y glicerol. Con estos suplementos, el medio RPMI-1640 
permitió el crecimiento de las 9 especies de Malassezia aquí estudiadas. 
Otras investigaciones afines también lograron el crecimiento de diferentes especies de 
Malassezia adicionando suplementos similares al RPMI, y obtuvieron resultados 
comparables a los de este estudio (14,180,184,191). Esto indica que el medio base 
RPMI-1640 es una buena alternativa al momento de realizar la estandarización de las 
pruebas de sensibilidad para evaluar levaduras lipodependientes.  
5.2.3. Tiempo de lectura  
A diferencias de otras investigaciones, los puntos de lectura pudieron realizarse en el 
mismo periodo de tiempo para las 9 especies evaluadas. En otros estudios, las lecturas 
fueron especie dependiente. Miranda y col. obtuvieron los valores de la CIM para M. 
furfur y M. sympodialis a las 96 h de incubación, mientras que las lecturas de las CIMs 
para M. globosa y M. obtusa no fueron realizadas hasta el 5º día (182). En el estudio 
realizado por Carrillo-Muñoz y col., M. globosa y M. restricta requirieron más tiempo 
de incubación que las demás especies (hasta 5 días en algunos casos) (180). La 
diferencia observada en los tiempos de incubación podría deberse a que las 
concentraciones de los inóculos empleados en estas investigaciones fueron menores.  
En el trabajo realizado por Velegraki y col. que emplearon un inóculo similar al 
utilizado en este estudio, las lecturas de la CIM fueron realizadas a las 48 h para M. 
furfur y M. pachydermatis, y a las 72 h para las demás especies, aunque no observaron 
diferencias significativas entre las lecturas realizadas a las 48 y 72 h respectivamente 
(184). Contrariamente, en este estudio, las lecturas a las 48 h mostraron poco 
desarrollo de las levaduras en las placas y en estos casos el crecimiento no fue 
suficiente para definir un punto de lectura.  
Por otro lado, se observó que luego de cuatro días de incubación, los valores de la CIM 
de las cepas de referencias superaban los intervalos de valores control indicados en el 
documento (193), por lo que las lecturas luego de este período ya no pudieron ser 
consideradas. 
 
 77 
 
5.2.4. Actividad antifúngica  
El KTZ, el ITZ y el VCZ resultaron ser las drogas más activas frente a este género. 
Además, frente al KTZ y el ITZ la sensibilidad entre las distintas especies fue similar. Por 
el contrario, el FCZ, el MCZ, la AMB y la TBN resultaron ser drogas menos efectivas y  
más variables en su actividad.  
5.2.4.1. Itraconazol 
Los valores más bajos de CIM para todas las especies se observaron frente al ITZ. El 
98% de las cepas estudiadas fueron inhibidas a una concentración ≤ 0,06 µg/ml, 
demostrando a este género considerablemente sensible frente a esta droga, con 
valores poco variables tanto  inter como intra especie. Esto es coincidente con los 
resultados observados en otras investigaciones (180–182,184,199–204), 
independientemente del método empleado. Además, se correlaciona con lo observado 
en la clínica, porque el uso del ITZ para el tratamiento muestra buenos resultados, 
sobre todo en aquellos casos de DS refractaria y en lesiones extensas en casos de PV 
(7,31,32,34,36,186,187). El ITZ tiene, además, efecto antiinflamatorio interfiriendo en 
distintos pasos de la respuesta pro inflamatoria, como ser producción de LTB4 y eflujo 
de Ca2+ en los neutrófilos por efecto quimiotáctico, producción de TNFα, un 
importante mediador de la respuesta inflamatoria (80,209–211). Es también un agente 
lipofílico que persiste en piel y anexos en concentraciones elevadas, incluso durante 
algunas semanas después del cese de la terapia (212). Todas estas características, 
sumadas a los resultados obtenidos tanto in vitro como in vivo, permiten sugerir al ITZ 
como una buena alternativa para la terapia de infecciones causadas por este género, 
sobre todo en aquellos casos donde se requiere tratamiento vía oral.  
5.2.4.2. Ketoconazol 
El KTZ se mostró también como una droga efectiva. Se observó poca variabilidad de la 
sensibilidad, tanto inter como intra-especie, con valores de CIM dentro de intervalos 
muy acotados. El 87,5% de las cepas fueron inhibidas a la menor concentración 
evaluada (0,03 µg/ml) y no hubo crecimiento de levaduras a concentraciones 
superiores de 0,25 µg/ml, demostrando la excelente actividad de esta droga. Estos 
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datos son consistentes con los documentados en la bibliografía: Schmidt y Rühl-
Horster determinaron las sensibilidad de 30 cepas de M. furfur frente a KTZ y 
observaron que en el 97% la CIM fue ≤ 0,06 µg/ml (172). Gupta y col. estudiaron 55 
aislados donde el 95% presentó CIM ≤ 0,06 µg/ml y solo tres 0,125 µg/ml (202). 
Hammer y col. evaluaron la actividad in vitro de KTZ, MCZ, econazol, y aceite de Tea 
Tree frente a 54 levaduras de Malassezia y observaron que el inhibidor más potente 
fue el KTZ (179). Garau y col. testearon 70 aislados de Malassezia y obtuvieron un 
único valor de CIM del KTZ, correspondiente a la menor concentración del antifúngico 
probada (0,03 µg/ml) (199). Resultados análogos se obtuvieron en otras 
investigaciones, y en todos los casos, la CIM90 no fue mayor de 0,125 µg/ml 
(180,181,184,203,204). 
El KTZ es un agente antifúngico de amplio espectro utilizado para el tratamiento tópico 
de micosis superficiales en general, entre ellas, las infecciones por Malassezia spp., 
particularmente PV y DS (7,35,169,187). También es muy utilizado en veterinaria para 
el tratamiento de dermatitis por Malassezia (213,214). Este azólico fue una de las 
primeras drogas empleadas en el tratamiento oral de afecciones moderadas a severas 
de PV, DS y foliculitis por Malassezia (33,187,215,216), pero actualmente su uso vía 
sistémica está restringido debido a su hepatotoxicidad, con prohibición en la Unión 
Europea y limitado en los Estados Unidos. En julio de 2013, el Committee for Medicinal 
Products for Human Use (CHMP) de la European Medicines Agency (EMA) recomendó 
la suspensión de las autorizaciones de comercialización del KTZ para uso oral (217). En 
el mismo año, la Food and Drug Administration de Estados Unidos (FDA) tomó medidas 
en relación a los comprimidos orales de KTZ (Nizoral), recomendando la limitación de 
su uso, advirtiendo que puede causar graves lesiones hepáticas, problemas de las 
glándulas suprarrenales, y presentar interacciones medicamentosas dañinas con otros 
fármacos. En estos comunicados, no se limitaron las formulaciones tópicas, debido a 
que su absorción a través de piel es mínima (218). En nuestro país, en octubre de 2013, 
la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica 
(ANMAT), informó la suspensión de la comercialización de los comprimidos y jarabes 
en el país (219).  
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Por lo tanto, el uso sistémico del KTZ no está recomendado, pero su alta efectividad 
demostrada in vitro frente a las levaduras de Malassezia, lo muestra útil para el 
tratamiento tópico de infecciones superficiales por este género.  
 
5.2.4.3. Voriconazol 
 
El VCZ demostró ser una droga activa en general, frente a estas levaduras, aunque  
algunos aislados presentaron valores de sensibilidad altos, en especial algunas 
especies. Cinco cepas de M. furfur, cuatro de M. globosa y una M. slooffiae mostraron 
CIMs al VCZ ≥ 0,25 µg/ml (8,3%). En el último documento actualizado por el CLSI, 
suplemento M27-S4, la CIM de VCZ ≥ 0,25 µg/ml categoriza a determinadas especies 
de Candida como Sensibles Dependiente de Dosis (SDD), es decir que las discrimina con 
sensibilidad reducida a este azólico (193). A pesar de que estos puntos de corte no son 
aplicables para el género Malassezia, es importante tener presente que se obtuvieron 
cepas con este valor de CIM e incluso superiores. 
En otras investigaciones se informan valores de CIM del VCZ más altos para las mismas 
especies que los encontrados en este trabajo. Las CIM50, CIM90 y los valores máximos 
reportados por Rincón y col. para M. furfur, M. globosa, M. restricta y M. sympodialis, 
son superiores a los resultados de esta investigación (200). Pero en su trabajo, a pesar 
de que se empleó el método de microdilución en caldo, el medio base no fue el RPMI 
1640 sino caldo de urea de Christensen y la lectura se realizó con espectrofotómetro, 
no visualmente, lo que podría explicar las diferencias en los resultados. En el estudio 
realizado por Velegraki y col. también se obtuvieron valores de CIM superiores a los de 
esta investigación frente a M. furfur (valor máximo: 16 µg/ml, CIM90: 1 µg/ml), 
menores frente a M. globosa y similares para M. sympodialis (184). Miranda y col. 
obtuvieron resultados ligeramente superiores para las mismas especies, y un aislado 
de M. globosa con un valor de CIM > 16 µg/ml frente a VCZ (182).  
Sin embargo en otras publicaciones, se obtuvieron valores de CIM menores: Gupta 
(202) y Garau y col. (199) reportaron CIM de VCZ ≤ 0,06 µg/ml para la mayoría de los 
aislados estudiados, sin observar diferencias significativas en la sensibilidad inter-
especie. Pero en ambos casos, el método no fue el mismo que el utilizado en el 
presente trabajo: en el primer caso, se empleó como medio de cultivo el Leeming-
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Notman y la lectura del punto de lectura se realizó en base a la actividad metabólica 
(199), y en el segundo se empleó un método de dilución en agar (202).   
Por lo dicho, puede suponerse que las diferencias observadas en la actividad in vitro 
del VCZ frente a las levaduras de Malassezia son debido a los diferentes métodos y a 
las diferencias en las modificaciones aplicadas a los métodos estándares.  
Recientemente se  ha publicado una guía clínica para el diagnóstico y manejo de 
infecciones invasivas por hongos levaduriformes no frecuentes, donde se hace 
referencia a las infecciones sistémicas por Malassezia spp. (15). En la misma se refiere 
al FCZ y la AMB como las drogas de preferencia para estas infecciones y, aunque en 
general el VCZ se muestra como una droga activa frente a este género, su uso está 
limitado debido a la variabilidad idiosincrásica observada en las concentraciones 
plasmáticas post administración de la droga en los pacientes y se debe considerar la 
monitorización terapéutica de la misma (188). Por otro lado, el uso de VCZ se asocia 
con numerosos efectos secundarios e interacciones farmacológicas, y no está 
autorizado en recién nacidos o niños menores de 2 años de edad, que son grupos de 
riesgo susceptibles a infecciones sistémicas por este género.  
5.2.4.4. Fluconazol 
En relación al FCZ se observó una amplia dispersión de los valores de CIM y muchos de 
los aislados requirieron altas concentraciones de la droga para ser inhibidos. Esto 
demuestra la variabilidad de la sensibilidad de estas levaduras y poca efectividad de 
esta droga frente a este género.  
La sensibilidad vairable de Malassezia spp. frente al FCZ también fue observado en 
otros estudios (14,180,182,184). En el trabajo realizado por Miranda y col. los aislados 
de M. furfur, M. globosa, M. sympodialis y M. obtusa, presentaron CIM que incluyeron 
todos los valores probados de concentraciones del FCZ (182). Velegraki y col. usando 
un método similar al de este trabajo, obtuvieron un rango amplio de CIM del FCZ (0,5 - 
64 µg/ml), y además, ninguno de sus aislados fue inhibido a bajas de concentración de 
la droga (184). Carrillo Muñoz y col., trabajando en condiciones similares, obtuvieron 
medias superiores a las observadas en este trabajo y un rango amplio de valores de 
CIM del FCZ frente a 76 levaduras y para las mismas especies aquí evaluadas (180). En 
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el trabajo realizado por Iatta y col. donde se evaluaron 36 aislados de M. furfur de 
hemocultivos y se utilizó el mismo medio de cultivo, el rango resultó  más acotado, 
pero de valores extremos más elevados (8 - >128 µg/ml) (14).  
El suplemento M27-S4 del CLSI estableció nuevos puntos de corte clínicos especie 
dependientes para levaduras del género Candida frente al FCZ; una levadura es 
considerada resistente al FCZ cuando la CIM es ≥ 8 µg/l. En este trabajo, el 22% del 
total de los aislados presentó CIM igual o superior a ese valor. M. furfur y M. globosa 
fueron las especies que mostraron las CIM al FCZ más altas, aunque fueron las que se 
evaluaron en mayor número. M. sympodialis, a pesar de que mostró un rango amplio 
de CIM, fue inhibida a concentraciones bajas de la droga. Las demás especies fueron 
evaluadas en escaso número, lo cual no permite arribar a conclusiones generales 
acerca de su comportamiento frente a esta droga. 
Si bien FCZ, junto con AMB, son los antifúngicos de primera línea recomendados para 
el tratamiento de infecciones sistémicas o superficiales por Malassezia spp. 
(15,23,144), algunas investigaciones refieren acerca de la escasa actividad de esta 
droga frente a las distintas especies de este género (12,153,171). La disminución de la 
sensibilidad al FCZ durante el tratamiento antifúngico ha sido previamente informada 
por Zhao y col. Ellos reportan el caso de un aislado de M. furfur de un absceso de ingle 
de un paciente trasplantado renal, inicialmente sensible a FCZ y AMB, y que pos 
tratamiento combinado con ambas drogas, mostró  disminución de la sensibilidad de la 
levadura frente al azólico (153).  
La variabilidad observada en la sensibilidad de las levaduras del género Malassezia 
frente al FCZ, no permite predecir que comportamiento tendrán las mismas frente a 
esta droga, pero señala la necesidad de obtener información desde el laboratorio 
sobre la sensibilidad antifúngica, aún sin haberse establecido la correlación in vivo- in 
vitro. La determinación del comportamiento in vitro de estas levaduras frente a FCZ, 
podría ser útil para guiar el tratamiento antifúngico.  
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5.2.4.5. Miconazol 
El MCZ demostró actividad variable frente a las levaduras estudiadas. Los rangos de 
valores fueron amplios para todos los aislados en general y para cada especie en 
particular, resultando una de las drogas con la dispersión más elevada después del FCZ 
y la TBN (DS: 3,228). No se encontraron diferencias significativas entre los parámetros 
de media geométrica, moda, CIM50 y CIM90 de las especies más estudiadas (M. furfur, 
M. sympodialis y M. globosa).  
Similar comportamiento frente a MCZ se observó en otras investigaciones 
(169,179,180,204). En 1985, Van Gerven y Odds empleando un medio sólido evaluaron 
23 cepas de M. furfur frente al MCZ y obtuvieron valores de CIM en general elevados, 
con una media geométrica mayor que la obtenida en este trabajo (14 µg/ml). Pero en 
esta misma investigación, cuando se probó formulaciones tópicas de la droga en 
infecciones inducidas en animales de experimentación, lograron buenos resultados 
terapéuticos (169). Carrillo Muñoz y col. obtuvieron rangos amplios y valores de media 
geométrica de CIM para las mismas especies muy similares a los de este estudio (180).  
El MCZ es una droga de uso tópico de venta libre ampliamente difundida en nuestro 
país. No hay estudios realizados en relación a su eficacia clínica en infecciones en 
humanos producidas por Malassezia, aunque ciertos autores recomiendan su 
utilización tópica en casos de infecciones superficiales leves (71,106). Si se ha 
comprobado su eficacia clínica en el tratamiento de dermatitis y otitis externa en 
caninos (220–222). Por los resultados de sensibilidad in vitro aquí obtenidos y debido a 
que los pacientes tienen fácil acceso a esta droga, debe considerarse que como 
algunos aislamientos presentaron valores de CIM altas, en ciertos casos podría no 
haber respuesta terapéutica.  
5.2.4.6. Terbinafina 
La TBN es un antifúngico de amplio espectro, activo frente a una amplia gama de 
hongos patógenos, incluyendo hongos filamentosos, dermatofitos, hongos dimórficos; 
pero frente a las levaduras de importancia clínica presenta actividad variable (223–
225). 
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La variabilidad en la sensibilidad de Malassezia spp. frente a la TBN fue alta en 
comparación a las demás de las drogas, aunque menor que frente al FCZ y el MCZ. Las 
levaduras aquí estudiadas fueron inhibidas dentro de un amplio rango de 
concentraciones de esta droga. Este mismo comportamiento se observó en otras 
investigaciones: Gupta y col. examinaron 31 aislados de M. globosa, M. restricta, y M. 
furfur y obtuvieron una rangos amplios de concentraciones de inhibición (0,06 - 16, 
0,06 - 4 y  0,03 - 32 µg/ml respectivamente)(202). Nakamura y col. utilizaron dos 
métodos para estudiar la sensibilidad de diferentes especies frente a esta droga y 
independientemente de la técnica empleada, obtuvieron rangos amplios de CIM (192).  
A pesar de la variabilidad observada, la media geométrica, la moda y la CIM50 
resultaron en valores bajos y en ninguno de estos parámetros superó la concentración 
de 1 µg/ml. De igual manera, Velegraki y col. obtuvieron bajas CIM para ocho especies 
estudiadas, y en trabajo de Carrillo Muñoz y col. las medias geométricas fueron más 
bajas, excepto para el caso de M. restricta (180,184).  
Con los datos obtenidos en este estudio queda demostrado que, frente al género 
Malassezia, la TBN también presenta actividad variable, similar a lo descripto para 
otros géneros de levaduras. A pesar de estos resultados, algunos estudios demuestran 
que esta droga es eficaz para el tratamiento en infecciones superficiales producidas 
por Malassezia spp. y la sugieren como alternativa de terapia (106,214,226–228).  
La variabilidad en la sensibilidad de estas levaduras frente a TBN, remarca la 
importancia de estandarizar un método con el fin de validar los resultados obtenidos 
intra e interlaboratorio. Por otro lado, es necesario realizar estudios que permitan 
definir si existe correlación entre la sensibilidad observada in vitro y los resultados 
obtenidos in vivo con esta droga en infecciones por Malassezia sp.  
 
5.2.4.7. Anfotericina B 
 
La terapia antifúngica es uno de los procedimientos claves aplicados en el tratamiento 
de infecciones sistémicas por Malassezia, que involucran: la eliminación del CVC, la 
interrupción de la alimentación lipídica parenteral y la instauración de tratamiento 
antifúngico sistémico (15,71,152). La determinación de la sensibilidad antifúngica de 
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estas levaduras es una importante herramienta para este fin. Basándose en evidencias 
clínicas los antifúngicos recomendados en estos casos son la AMB y el FCZ 
(15,20,23,41).  
La AMB mostró resultados variables con diferencias entre especies. M. sympodialis fue 
la especie con valores de CIM más bajos, en cambio M. furfur y M. globosa 
presentaron CIM altas, donde M. furfur presentó los parámetros de sensibilidad más 
elevados en comparación con las demás.  
El documento M27-A3 establece que los aislados de Candida spp. con CIM frente a la 
AMB >1 µg/ml probablemente resulten ser cepas con resistencia clínica a esta droga 
(163). Aunque no existen puntos de corte para categorizar las levaduras de Malassezia, 
es importante el porcentaje de aislados con valores de CIM superiores a 1 µg/ml (32%), 
especialmente de M. furfur y M. globosa. La inhibición a elevadas concentraciones de 
AMB en Malassezia ya ha sido informada en otras investigaciones (14,184,229). 
Velegraki y col. obtuvieron valores altos de CIM de AMB para las mismas especies aquí 
estudiadas utilizando microdilución en caldo y tiras E-test, obteniendo una buena 
correlación entre ambos métodos (184). Iatta y col. determinaron las CIM de 36 cepas 
de M. furfur aisladas de hemocultivos utilizando tres medios de cultivos distintos, 
entre ellos RPMI. A pesar de que obtuvieron CIM elevadas con todos los medios 
probados, cuando utilizaron RPMI todos los aislados fueron categorizados resistentes a 
la AMB. En su trabajo sugieren que este medio no sería el adecuado para determinar la 
sensibilidad in vitro de estas levaduras (14).  
Las diferencias en los resultados para AMB podrían ser explicados por el tipo de droga 
utilizada. Distintos estudios han demostrado que el uso de formulaciones liposomales 
para realizar las pruebas de sensibilidad producen incremento del valor de la CIM con 
respecto a los obtenidos con la droga pura (225,230,231). En un estudio reciente 
realizado por Iatta y col. donde se comparó la distribución de las CIM de aislados de M. 
furfur frente a dos formulaciones de AMB se demostró que existían diferencias entre 
los distintos tipos de la droga empleada y que la AMB liposomal era más activa frente 
M. furfur que la droga pura (229). A pesar de que en este estudio se utilizó la droga 
pura, los resultados obtenidos son similares a los obtenidos con AMB-L. Las diferencias 
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podrían deberse entonces a los medios de cultivos empleados; Iatta y col. utilizaron 
caldo de Sabouraud dextrosa con Tween 80 y aquí se empleó RPMI suplementado.  
En otra investigación realizada por Weiler y col. se comparó la sensibilidad antifúngica 
de cepas de M. pachydermatis aisladas de animales sanos y enfermos y se observó que 
los primeros resultaron menos sensibles frente a la AMB y a las drogas azólicas (232). 
La conclusión fue que la menor sensibilidad observada frente a la AMB podría estar 
relacionada con la elevada actividad de las enzimas intracelulares fúngicas tales como 
la catalasa y/o superóxido dismutasa, que participan en la inhibición de radicales libres 
liberados por las células fagocíticas durante la respuesta inmune (233). Debido a que 
los polienos actúan directamente sobre el ergosterol fúngico por daño oxidativo en la 
membrana celular, la elevada concentración de catalasa en las células fúngicas podría 
protegerlas de la acción oxidativa de la AMB, y explicaría las elevadas CIM de los 
aislados obtenidos a partir de animales con malasseziosis. A pesar de que en la 
investigación de Weiler se estudiaron solo M. pachydermatis, esta podría ser una 
explicación al gran número de aislados con elevadas CIM frente a la AMB, más aun 
considerando que estas levaduras han sido aisladas de pacientes con infecciones por 
Malassezia.  
Aun considerando las diferencias observadas en los parámetros de sensibilidad entre 
las distintas investigaciones, lo cierto es que en todos los casos se reportan levaduras 
de Malassezia con CIM elevadas a la AMB. A pesar de los resultados obtenidos in vitro, 
la evidencia clínica demuestra que AMB es efectiva en el tratamiento de infecciones 
sistémicas producidas por Malassezia spp. (15,18,20,24). 
 
5.2.5. ¿Resistencia cruzada? 
  
La resistencia cruzada es un fenómeno bien documentado en M. pachydermatis (234), 
aunque para las demás especies ciertas publicaciones dan evidencia de cepas con altos 
valores de sensibilidad frente a más de un azólico (14,181,182).   
Las cepas que presentaron valores de CIM del VCZ ≥ 0,5 µg/ml, también mostraron 
valores altos de inhibición frente del FCZ (≥8 µg/ml) y todas, excepto una, CIM del MCZ 
≥ 4 µg/ml. Estos aislados fueron exclusivamente de M. furfur y M. globosa, especies 
que ya han sido reportadas con altas CIM para más de un azólico en otros trabajos. 
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Miranda y col. obtuvieron un aislado de M. globosa con CIM elevada para los tres 
azoles FCZ, ITZ y VCZ (182). En el trabajo publicado recientemente por Iatta y col., 
algunos aislados de M. furfur con CIM elevadas de FCZ, también obtuvieron valores 
elevados de inhibición frente al VCZ, el ITZ y el PCZ (14).  
Los análisis genéticos y moleculares han determinado que las bombas de eflujo 
codificadas por genes CDR alteran la respuesta fúngica a todos los azoles que se 
utilizan comúnmente en la clínica médica, mientras que las bombas de eflujo 
codificadas por los genes MDR1 parecen ser específicos para el FCZ (235). Estos 
resultados tienen implicancia clínica porque las cepas que son resistente al FCZ debido 
a la expresión del gen MDR1 deberían ser sensibles a otros azoles, mientras que las 
cepas que expresen el gen CDR deberían desarrollar resistencia cruzada a otros los 
demás azoles (235). El supuesto de que las levaduras de Malassezia expresa los genes 
de CDR posterior a su exposición al FCZ ha sido planteado por Jesus y col. en sus 
investigaciones (234). Esta podía ser una explicación para los aislados aquí estudiados 
que presentan CIM elevadas para más de un azólico, más aun considerando que los 
mismos provienen de pacientes con PV que posiblemente hayan realizado algún tipo 
de tratamiento antifúngico. 
 
La exposición a los azoles resulta en la disminución en la cantidad de ergosterol de la 
membrana plasmática y en la acumulación de esteroles 14α metilados tóxicos que 
conducen a la detención del crecimiento celular. Determinadas mutaciones en el gen 
ERG3 que codifica para la enzima esterol 5,6 desaturasa frenan la formación de estos 
productos y la vía se altera (“bypass pathways”) y se produce la formación de esteroles 
capaces de sustituir al ergosterol en la membrana plasmática. Este reemplazo conduce 
a membranas funcionales e impide la acción de los azoles en la biosíntesis del 
ergosterol. Debido a que estas membranas celulares están desprovistas de ergosterol 
estas cepas presentan también resistencia cruzada a la AMB. A pesar de ser poco 
común, este mecanismo se identificó en varios aislados clínicos de C. albicans (236–
238). Podría suponerse que este mecanismo de resistencia esté presente algunas  
cepas de M. globosa y M. furfur que presentaron con CIM elevadas frente a los azoles 
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y la AMB. Para todos estos casos los estudios moleculares serían útiles para definir 
cuáles son los mecanismos de resistencia presentes. 
 
5.2.6. Sensibilidad de las especies de Malassezia 
 
5.2.6.1. Malassezia furfur 
M. furfur es, junto con M. pachydermatis, la especie más ampliamente estudiada en 
relación a su sensibilidad antifúngica.  
Entre las especies evaluadas M. furfur fue la que mostró menor sensibilidad y mayor 
variabilidad de los resultados: obtuvo las CIM más elevadas y los rangos más amplios.  
El KTZ y el ITZ resultaron ser las drogas más efectivas contra esta especie, con valores 
de CIM bajos y en un rango de valores muy acotado, aunque los valores máximos de 
CIM fueron los más altos en comparación con las demás especies. La efectividad de 
estas drogas frente a esta especie ya ha sido demostrada en otras investigaciones 
realizadas en condiciones similares (14,180,184) y también aplicando otros métodos 
(169,182,192,199,202–204).  
M. furfur se mostró poco sensible frente al FCZ, el MCZ, la TBN y la AMB. El 65 % de las 
levaduras de esta especie fueron inhibidas a elevadas concentraciones de al menos 
una de estas drogas (58,6% de las CIM del FCZ, el 18% de la AMB, el 34% del MCZ y el 
14% de la TBN resultaron ≥ 4 µg/ml). Además, hubo gran variabilidad de los resultados 
de la CIM como lo demuestran los amplios rangos obtenidos. Esto hace difícil suponer 
que comportamiento tendrá un aislado de esta especie frente a estos antifúngicos, y 
remarca la importancia de realizar el estudio de sensibilidad antifúngica.  
Esta sensibilidad variable también se comprobó en otros trabajos, donde se obtuvieron 
CIM elevadas al FCZ y la AMB, incluso en aislados de distinto origen clínico 
(14,180,184). Carrillo Muñoz y col. también obtuvieron rangos amplios de CIM para el 
MCZ y la TBN, similares a los obtenidos de este trabajo, aunque los valores de las 
medias geométricas fueron menores (180). 
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M. furfur forma parte de la biota cutánea normal y está implicada en casos de PV, DS, 
caspa, DA y foliculitis (8,9,96,98). Además, ha sido informada como agente etiológico 
de infecciones sistémicas en pacientes con inmunosupresión severa, entre ellos, 
neonatos hospitalizados (8,16,20,41). En un estudio reciente realizado por Iatta y col. 
se ha demostrado incluso que la incidencia de M. furfur es aún mayor que la de 
Candida spp. entre neonatos hospitalizados (20). Esto plantea un interrogante: ¿las 
infecciones sistémicas por Malassezia en pacientes de riesgo están sobreestimadas? 
(20). La respuesta permanecerá en suspenso, mientras no sea de rutina incorporar un 
medio de cultivo rico en lípidos para el estudio micológico y se podría suponer que en 
realidad no se encuentra Malassezia porque no se busca. En este mismo estudio, 
además se informó funguemias por M. furfur en pacientes en profilaxis con FCZ, que 
refuerza la conclusión de que esta droga es poco efectiva frente a este género.  
En el nordeste argentino M. furfur ha sido aislada de catéteres y hemocultivos de 
paciente pediátricos hospitalizados (239). Estos hallazgos resaltan la necesidad de 
definir terapias eficaces para esta especie, y con este fin, las pruebas de sensibilidad 
juegan un rol fundamental.  
5.2.6.2. Malassezia sympodialis  
M. sympodialis se mostró como la especie más sensible. El KTZ y el ITZ fueron las 
drogas más activas frente a esta especie, el FCZ la más variable y el MCZ la menos 
efectiva. Otros estudios ya han demostrado que esta especie es la más sensible y 
también informan que el FCZ y el MCZ son los que presentan los parámetros de 
sensibilidad más elevados en relación con las demás drogas 
(179,180,182,183,185,199,202).  
A pesar de las diferencias metodológicas y del número de aislados testeados entre las 
distintas investigaciones, M. sympodialis se reconoce como una especie sensible a los 
antifúngicos de uso tópico y sistémico, lo cual es relevante considerando que esta es 
una de las especies más frecuentemente asociadas a piel de individuos sanos y 
también en pacientes con PV y DS (3,84,185). 
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5.2.6.3. Malassezia globosa 
M. globosa es reconocida como una de las especies que forma parte de la biota 
cutánea normal, y pero también es considerada como el principal agente etiológico de 
la PV e implicada en otras dermatopatías como ser DS y DA (84,97,125,240). Su 
comportamiento frente a los antifúngicos fue similar al de M. furfur. La actividad del 
FCZ, la AMB, el MCZ y la TBN fue muy variable, obteniéndose rangos amplios de CIM.  
Diferente fue la actividad del KTZ y el ITZ, porque todos los aislados fueron inhibidos a 
bajas concentraciones de estas drogas, confirmando una vez más su efectividad frente 
al género. El VCZ también se mostró como una droga activa, aunque se obtuvieron 
algunos valores de CIM ≥ 0,25 µg/ml (4/27) que, según los puntos de corte 
establecidos en el documento del CLSI para el género Candida, se categorizarían como 
cepas con moderadamente sensibles. 
Diferentes estudios confirman estos resultados y muestran a M. globosa como una 
especie de sensibilidad muy variable frente a la mayoría de las drogas antifúngicas 
(180,182,184,192,200,203). Como se expuso anteriormente, hubo aislados de esta 
especie con CIM altas a más de un agente antifúngico. Interesante es el caso de tres 
cepas de M. globosa que presentaron CIM elevadas al FCZ, el MCZ, la AMB y la TBN (≥ 
4 µg/ml), dos de los cuales también mostraron CIM de 0,5 µg/ml para el VCZ, que fue 
el máximo valor obtenido. Con estos resultados se podría suponer que M. globosa es 
capaz de desarrollar resistencia cruzada, y en estos casos los estudios moleculares 
serían útiles para definir cuáles son los mecanismos de resistencia que intervienen.  
Algunas investigaciones sugieren que M. globosa exhibe polimorfismo genético 
(125,241,242). Un estudio realizado por Sugita y col. refiere a esta especie formada por 
4 genotipos (243) y en otro estudio posterior demuestran que la sensibilidad 
antifúngica de estos subtipos es distinta (203). Entre los aislados de M. globosa se 
observan tres valores de CIM de mayor frecuencia absoluta (trimodal) frente a MCZ y 
dos frente al VCZ (bimodal) que podría suponerse corresponden a estos genotipos 
dentro del complejo de M. globosa.  
 
 90 
 
5.2.3.4. Malassezia restricta 
Numerosos estudios y principalmente aquellos que realizan identificación no basada 
en el cultivo reportan a M. restricta como una de las especies más comunes que 
interviene en infecciones superficiales por Malassezia (84,97,125), pero que no se aísla 
con frecuencia debido a que crece lentamente y es difícil de preservar en los cultivos. 
Estas características limitan su estudio de sensibilidad antifúngica y por lo tanto se 
evalúa en poca cantidad en trabajos relacionados.  
Las 7 cepas de M. restricta aquí estudiadas presentaron valores de CIM bajos para 
todos los antifúngicos probados. En otras investigaciones, los resultados para M. 
restricta son variables. Carrillo Muñoz y col. estudiaron solo una cepa de M. restricta 
que se mostró sensible a los antifúngicos probados, excepto frente al FCZ que resultó 
resistente (180). Gupta y col. evaluaron 4 cepas de M. restricta y observan también 
valores bajos de CIM frente al KTZ, el VCZ, el ITZ y la TBN (202). Velegraki y col. 
estudiaron 2 cepas de M. restricta que resultaron sensibles a seis antifúngicos 
probados, excepto frente a la AMB que mostró CIM elevadas (4 - 8 µg/ml) (184). Sugita 
y col. estudiaron 23 aislados de M. restricta y determinaron que existen dos genotipos. 
El genotipo I incluye sólo a cepas aisladas de pacientes con DA y el genotipo II incluye a 
cepas obtenidas tanto de pacientes con DA e individuos sanos. A pesar de que se 
mostró en general como una especie sensible, cuando la evaluaron frente al ITZ y el 
KTZ se observaron diferencias en la sensibilidad de ambos genotipos (203).  
Por el contrario, en los resultados reportados por Nakamura y Rincón y col. algunas 
aislados de esta especie mostraron valores altos de CIM para el ITZ, el KTZ, el VCZ y la 
TBN (192,200). 
Las diferencias en las sensibilidades reportadas para esta especie pueden darse debido 
a que se emplearon diferentes metodologías y al número de cepas evaluadas. El 
número de M. restricta estudiadas en este trabajo es insuficiente como para sacar 
conclusiones generales acerca de la sensibilidad antifúngica de la especie. 
Una diferencia importante entre este estudio y otros publicados radica en el tiempo de 
lectura de la CIM para esta especie. La mayoría de las investigaciones realizaron la 
 91 
 
lectura de la CIM para M. restricta en mayor tiempo que el utilizado para las otras 
especies, en algunos casos hasta de cinco días (180,184,202). En este estudio la lectura 
se efectuó a las 72 horas para todas las especies, incluida M. restricta.  
5.2.3.5. Otras especies 
Se discuten los resultados obtenidos con las otras especies estudiadas con menor 
número de aislamientos, si bien y por esta razón, no se puede concluir o hacer una 
generalización sobre la especie. 
M. slooffiae mostró valores de CIM del MCZ con diferencias estadísticamente 
significativas, y para las demás drogas la diferencia estuvo en más menos dos 
diluciones. Esta especie ha sido poco estudiada debido a que es de difícil crecimiento y 
poca viabilidad. Velegraky y col. evaluaron cuatro cepas y obtuvieron resultados 
similares a los obtenidos aquí frente al ITZ, el VCZ, el KTZ, la TBN y el FCZ, pero con 
valores mayores frente a la AMB (184). Sugita y col. observaron que el ITZ y el KTZ 
resultaron ser efectivas contra 12 cepas de M. slooffiae (203), en coincidencia con el 
comportamiento que en general se observa de este género frente a estas mismas 
drogas. Se precisa estudiar un mayor número de aislados para obtener datos de 
sensibilidad que representen el comportamiento de esta especie. La importancia 
clínica de M. pachydermatis como una de las dos especies más frecuentemente 
relacionadas a infecciones sistémicas por este género, junto con M. furfur, justifican su 
inclusión en este estudio, aun siendo solo dos aislamientos. 
M. pachydermatis ha sido la especie más estudiada con respecto a la sensibilidad 
antifúngica, y esto debido a que es una especie no lipodependiente con mínimos 
requerimientos nutricionales para su crecimiento lo que facilita su estudio. Sin 
embargo su desarrollo no es óptimo si los medios de cultivo no están suplementados. 
Entre las técnicas empleadas para su estudio se utilizó la de microdilución en caldo 
(171,174,184,200,232,234) y los métodos de difusión con tiras E-test, discos y tabletas 
(171,184,192,205). También para esta especie se han realizado la mayoría de los 
estudios de correlación entre ambos métodos en relación a Malassezia spp. 
(171,174,184,244).  
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Un estudio realizado por Nijima y col. (174), reportó un aislado clínico de un canino de 
M. pachydermatis con valores de CIM de 1 µg/ml para el KTZ y de 2 µg/ml para ITZ. En 
nuestro estudio las cepas estudiadas presentaron CIM bajas para estas drogas, similar 
a lo observado con las demás especies.  
Las cepas de referencia M. furfur CBS 7019, M. sympodialis CBS 7222, M. japonica CBS 
9432, M. yamatoensis CBS 9725 y M. obtusa CBS 7876 han sido estudiadas con el fin 
de obtener datos de sensibilidad para que puedan ser utilizadas en un futuro como 
cepas control de procedimiento. De la bibliografía revisada, solo el trabajo de Rincón y 
col. estudiaron la sensibilidad antifúngica de tres de las cepas de referencia (M. furfur 
CBS 7019, M. sympodialis CBS 7222 y M. obtusa CBS 7876)(200). En comparación a sus 
resultados, los valores aquí obtenidos fueron en general más bajos, aunque en una o 
dos diluciones, lo que podría considerarse como una diferencia aceptable.  
5.2.3.6. Generalidades 
Estudios de tipificación molecular recientes demuestran la existencia de subtipos 
patogénicos de M. furfur (244–246), M. globosa (125, 247, 248) y M. restricta (247–
249). En cambio M. sympodialis se muestra como una especie homogénea sin subtipos 
patogénicos detectados por los métodos moleculares. La variabilidad en la sensibilidad 
antifúngica de M. furfur y M. globosa podría ser una evidencia más de la existencia de 
subtipos en estas especies. 
5.3. Estudio de la sensibilidad antifúngica. Método de difusión en agar 
Para que las pruebas sensibilidad antifúngica sean realizables en los laboratorios 
asistenciales de microbiología clínica, es necesario utilizar técnicas sencillas, rápidas y 
económicas. Las pruebas de difusión en agar se presentan como una de estas 
opciones.  
El medio Mueller Hinton suplementado permitió el desarrollo de todas las especies 
evaluadas. Otros medios de cultivo se han probado con este método permitiendo 
también el desarrollo de estas levaduras, entre ellos Agar Dixon modificado (185), 
RPMI 1640 agar, Antibiotic Medium agar 3 (AM3), Leeming & Notman agar (184). A fin 
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de modificar al mínimo las condiciones de la técnica de referencia, Mueller Hinton fue 
el medio base de elección.  
La lectura a las 72 h de incubación fue importante para detectar el efecto de arrastre 
de algunas cepas. En estos casos las lecturas preliminares mostraron resultados de los 
halos de inhibición menores, porque con menor tiempo de incubación el fenómeno 
aun no es evidente y la lectura se realiza sin considerarlo. 
5.4. Correlación microdilución – difusión 
5.4.1. Análisis de correlación lineal  
Un estándar de referencia como el documento M27-A3 se desarrolla a través de un 
proceso de consenso para facilitar un acuerdo sobre la forma de evaluar la sensibilidad 
de las levaduras a los antifúngicos. Uno de los objetivos primordiales de un estándar 
de referencia es sentar las bases a partir de las cuales se puedan desarrollar otros 
métodos más asequibles, pero que aporten resultados equivalentes al estándar. En 
conclusión, cualquier método que proporcione resultados equivalentes al de 
referencia se debe considerar en conformidad y, por lo tanto, su utilización debe ser 
aceptada. En relación al estudio de sensibilidad del género Malassezia, no se cuenta 
con un estándar de referencia a partir del cual se puedan desarrollar otros métodos 
más sencillos. 
La mayoría de los estudios de correlación entre una técnica de difusión en agar y la 
técnica de referencia han sido realizados para especies del género Candida y para 
hongos filamentosos (194,245–250). Con respecto al género Malassezia han sido 
probadas las técnicas de difusión en agar con tiras E-test y comparadas con el método 
de microdilución, pero en estos ambos casos se determina CIM y por lo tanto, la 
comparación entre ambos métodos es más adecuada (171,174,184,227,244,251). En 
solo dos de los trabajos revisados se utilizaron tabletas de antifúngicos aunque no se 
realizó la comparación con otro método (185,205). En este estudio se comparan por 
primera vez una técnica de difusión en agar con tabletas/discos y la técnica de 
microdilución en placa para el género Malassezia.  
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A pesar de no disponer de una técnica estandarizada para Malassezia que nos permita 
validar los resultados obtenidos con la técnica de difusión en agar, la comparación de 
ambas nos permitió determinar el grado de “covariación” que existe entre las variables 
CIM y halo de inhibición, es decir, en qué medida la variación de una representará la 
variación de la otra. Como recurso resultaron útiles los diagramas de dispersión y la 
determinación de los coeficientes de correlación de Pearson, que permitieron 
establecer si estas variables se relacionaban linealmente y en estos casos indicaron la 
magnitud de esa relación. Estos mismos recursos fueron los utilizados en la mayoría de 
los trabajos revisados que relacionan estas variables (194,245,246,248,252).  
Los diagramas de dispersión demostraron que para drogas como el KTZ y el ITZ las 
variables no se relacionaban linealmente. Esto también se observó en los valores bajos 
del coeficiente de correlación de Pearson y del grado de significación obtenidos para 
estas drogas. Las escasas publicaciones respecto a los resultados de correlación para 
estas drogas dificultan las comparaciones. Espinel Ingroff y col. (245) estudiaron la 
correlación para especies de Candida  y Cr. neoformans frente a 5 drogas, entre ellas el 
ITZ, y obtuvieron valores del coeficiente de Pearson entre 0,85 y 0,79 respectivamente, 
muy superiores a los obtenidos para los aislados de Malassezia spp. en este trabajo. 
Los valores del coeficiente también resultaron mayores cuando se evaluaron hongos 
filamentosos frente al ITZ (250). El diagrama de dispersión y el valor bajo del 
coeficiente de Pearson de la TBN también demostraron que no existía relación lineal 
entre las variable para esta droga. En estos casos no se pudo utilizar el análisis de 
regresión lineal. 
El coeficiente de correlación de Pearson fue significativo solo para el MCZ y el FCZ 
(p<0,0001), tanto en discos como tabletas. Los valores obtenidos fueron similares a los 
reportados en otros estudios realizados en levaduras de Candida spp. frente al FCZ 
(194,245–248). No se han encontrado trabajos que determinen la correlación frente al 
MCZ. Para las demás drogas, los coeficientes obtenidos fueron bajos e insuficientes 
para establecer que existe relación lineal entre las variables CIM y halo de inhibición. 
El valor de R2 nos indica, en proporción, que variación de la variable “halo de 
inhibición” está explicada por la variable “CIM”. A pesar de que los coeficientes de 
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Pearson para el FCZ y el MCZ indicaron probable relación lineal, cuando se aplicó el 
análisis de regresión lineal, los valores de los coeficientes de determinación obtenidos 
fueron muy pequeños, demostrando que el modelo lineal no define la relación que 
existe entre las dos variables.  
Si consideramos al FCZ, un valor de R2 de 0,680 nos indica que el 68% de las 
variaciones en la variable “diámetro de inhibición” están explicadas por las variaciones 
en las CIM, pero resulta que más del 30% de valores son independientes del valor de 
CIM. Pocos estudios informan el valor del coeficiente de determinación. En el estudio 
realizado por Maldonado y col. para Candida spp., los coeficientes fueron menores a 
los obtenidos en este trabajo (247).  
Los valores de R2 para el VCZ y la AMB muestran que es poco probable determinar los 
resultados de un método utilizando el otro, debido a que no es posible lograr el ajuste 
de una recta a la nube de puntos. 
Para el ITZ y el VCZ los coeficientes de determinación fueron muy bajos, y mostraron 
que menos del 30% de las variaciones en los halos de inhibición dependen de las 
variaciones de las CIM.  
Esto resultados señalan que el modelo de correlación lineal no puede ser utilizado para 
explicar la variable halo de inhibición en función de la CIM cuando se comparan ambos 
métodos. 
5.4.2. Concordancia y discrepancias  
 
La concordancia entre los métodos de difusión en agar y la microdilución ha sido 
estudiada ampliamente en levaduras del género Candida y en Cr. neoformans 
(194,245–248). No se han encontrado estudios que realicen la comparación entre 
estos métodos para el género Malassezia, razón por la cual las comparaciones se 
realizaron con los resultados obtenidos para Candida spp. 
En las investigaciones realizadas en Candida spp. frente al FCZ se reportan resultados 
de concordancias mayores a las obtenidas en este estudio (entre 85,9 - 95,5%), y 
resultados de discrepancias más bajos, con valores de DMM entre 0 a 4,8% y de Dm 
entre 2,4 a 8,84% (245–247).  
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Respecto a los discos de FCZ del Malbrán, en un estudio realizado por Rodero y col. se 
informó concordancia del 94,7% y Dm de 4,8%, DM de 0,3% y DMM de 0,2% para 
especies de Candida, mostrando mejor concordancia entre las dos técnicas que la 
obtenida en este estudio para el género Malassezia (194).  
Para las demás drogas, los datos disponibles de concordancia categórica entre ambos 
métodos son limitados y para las especies de Candida. Espinel Ingroff y col. 
encontraron mayor concordancia categórica para el ITZ y el VCZ que la obtenida en 
este estudio para los aislados de Malassezia spp. (92,7% y 95,5% respectivamente) 
(245).  
Respecto a la AMB, el método de difusión no fue capaz de detectar aquellas cepas de 
Malassezia categorizadas como resistentes por el método de microdilución, resultando 
en el valor del DMM más elevado comparado con las demás especies (62%). 
Contrariamente a estos resultados, el trabajo realizado por Espinel Ingroff y col. para 
Candida spp. y Cr. neoformans demostró alta concordancia entre tabletas Neo-
Sensitabs para AMB y el método de referencia (98,2%), muy superior al obtenido en 
este trabajo (35%), y bajo porcentaje de DMM.  
Se ha propuesto que para que una prueba de sensibilidad sea considerada específica 
deben producirse menos del 5% de DMM y DM (253). Solo frente al ITZ y el VCZ se ha 
obtenido este porcentaje (0% de DM y DMM), aunque en ambos casos se obtuvo un 
valor de Dm superior al 10%. Este valor representa a las cepas categorizadas como 
sensible dependiente de dosis con el método de microdilución que no fueron 
detectadas por el método de difusión. Por otro lado, es importante destacar que no 
hubo aislados categorizados como resistentes a estas drogas por el método de 
microdilución que permitan probar si las mismas serían detectadas por el método de 
difusión. 
El método de difusión en agar es una técnica de bajo costo, rápida y simple, fácilmente 
aplicable a la rutina de los laboratorios clínicos. Sin embargo para el caso de levaduras 
del género Malassezia, no existió buena correlación categórica entre esta técnica y el 
método de microdilución en placa.  
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De acuerdo a los resultados obtenidos al correlacionar ambas técnicas, para 
Malassezia spp., por el momento y hasta no contar con un método de referencia, la 
difusión en agar no sería un método recomendable para determinar la sensibilidad 
antifúngica de estas levaduras. 
La obtención de datos de sensibilidad es esencial en el camino de conocer el 
comportamiento de estas levaduras frente a los antifúngicos disponibles. Para este fin 
se emplearon las técnicas conocidas con modificaciones para asegurar el crecimiento 
de estos microorganismos de requerimientos nutricionales específicos. Los datos de 
sensibilidad de Malassezia spp. aun medidos con métodos no estandarizados, son 
primordiales para poder consensuar con resultados obtenidos en otras investigaciones 
de manera de establecer cuáles serían las mejores condiciones de temperatura y 
tiempo, el medio de cultivo correcto y la variable más adecuada a medir para 
determinar el perfil antifúngico in vitro de estas levaduras. La estandarización de esta 
técnica es indispensable para que, con independencia de cómo se obtengan los 
resultados, los mismos resulten equiparables. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. Conclusiones
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 Las modificaciones realizadas a las metodologías de referencia permitieron el 
desarrollo óptimo de las 9 especies de Malassezia evaluadas y la obtención de 
los datos de sensibilidad, en iguales condiciones de densidad de inóculo, 
temperatura y tiempo de incubación.  
 M. furfur, M. sympodialis y M. globosa mostraron perfiles de sensibilidad 
variables frente a los antifúngicos probados,  M. furfur demostró ser la especie 
menos sensible y M. sympodialis la más sensible. Este comportamiento 
diferente observado entre las especies de mayor prevalencia enfatiza la 
necesidad de realizar la identificación de especies. 
 El comportamiento diferente observado entre las especies de mayor 
prevalencia (M. furfur, M globosa y M. sympodialis), enfatiza la importancia de 
realizar la identificación de especies. 
 El KTZ, el ITZ y el VCZ fueron las drogas más efectivas frente a las 9 especies 
estudiadas y se observó poca variabilidad de la sensibilidad intra-especie frente 
a estas drogas.  
 Los perfiles de sensibilidad de las distintas levaduras de Malassezia fueron muy 
variables frente al FCZ, el MCZ, la AMB y la TBN, y esto es significativo teniendo 
en cuenta que estas son drogas de uso frecuente.  
 Debido a la amplitud de valores obtenidos para la AMB, la TBN, el MCZ y el FCZ, 
resulta difícil predecir el comportamiento de estas levaduras frente a estas 
drogas, lo que remarca la importancia de realizar el estudio de sensibilidad 
antifúngica in vitro. 
 El análisis de correlación lineal no es aplicable para relacionar las metodologías 
de microdilución en caldo y la de difusión en agar para el estudio de 
sensibilidad de Malassezia sp., debido a que las variables CIM y halo de 
inhibición no se relacionan linealmente. Se necesitan estudios adicionales para 
determinar si existe otro tipo de correlación entre ambas metodologías. 
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 La baja concordancia entre los métodos de microdilución y difusión muestran 
que este último no sería un método adecuado para determinar la sensibilidad 
antifúngica de estas levaduras. 
 Futuros trabajos deberían centrarse en el estudio de la correlación entre los 
resultados obtenidos in vitro y la respuesta clínica, ya que la existencia de datos 
eventuales o aislados y de gran variabilidad no permiten conclusiones 
definitivas. 
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ANEXO I. MEDIOS DE CULTIVOS Y REACTIVOS 
Medio crioprotector para preservación de Malassezia (176) 
 Leche descremada……………….10% 
 Glicerol………………………….......10% (vol/vol) 
Autoclavar a 121º durante 15 min.  
Fraccionar en criotubos de 1 a 1,5 ml del medio y conservar a 4º C. 
Para guardar las cepas tomar más o menos 2 ansadas de levaduras frescas (de 3 a 5 
días de cultivo). Congelar a –20º c y luego llevar a –70º c.  
 
Solución salina estéril 0,85%   
(0,145 mol/L de NaCl; 8,5 g/L=0,85% solución salina) 
 Cloruro de sodio…………….0,85 g 
 Agua destilada……………….100 ml 
Pesar 0,85 g de cloruro de sodio 
Agregar 100 ml de agua destilada. 
Autoclavar a 121°C de temperatura por 15 min. 
 
Agar Sabouraud Glucosado  
 Dextrosa .................... 20 g 
 Peptona...................... 10 g 
 Agar ........................... 17 g 
 Agua destilada ......1000 ml 
Ajustar pH a 5,6 ± 0,2. 
Disolver los ingredientes mediante ebullición y autoclavar 15 minutos a una atmósfera 
de presión (121ºC).  
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Soluciones estándares de McFarland  
 Solución de acido sulfúrico (H2SO4) 1% (V/V) 
 Solución de Cloruro de bario dihidratado, p.a. (BaCl2.2H2O). 1% (P/V) 
 Agua destilada 
La escala está relacionada a la turbidez proporcionada por el sulfato de bario de 
resultante de la reacción que se produce cuando se agrega a la solución de acido 
sulfúrico cloruro de bario de acuerdo a las cantidades detalladas en la siguiente 
tabla. 
Patrón BaCl2.2H2O 1% (ml) H2SO4 1% (ml) 
0,5 0,5 9,95 
1 0,1 9,9 
2 0,2 9,8 
 
Las soluciones se colocan en tubos con tapa a rosca, cerrados herméticamente.   
Medio de Agar Dixon modificado  
 Extracto de malta………………………………………….36 g 
 Peptona………………………………………………………….6 g 
 Bilis de buey………………………………………………….20 g 
 Tween 40………………………………………………………10 ml 
 Glicerol…………………………………………………………...2 ml 
 Ácido oleico…………………………………………………….2 ml 
 Agar agar………………………………………………………..15 g  
 Cloranfenicol…………………………………………………250 mg  
 Agua destilada………………………………………………1000 ml 
Disolver el agar. Agregar el resto de los componentes y mezclar.  
Agregar el Tween 40 y el glicerol.  
Autoclavar a 121º por 15 min. 
 
RPMI con glutamina, sin bicarbonato y rojo fenol como indicador de pH 
• RPMI 1640 …………………………………………………… 10,40 g 
• Tampón MOPS……………………………………………… 34,53 g 
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• Agua destilada …………………………………………….. 1000 ml 
Disolver en 900 ml de agua destilada las cantidades indicadas, agitando hasta su 
completa disolución. 
Ajustar el pH a 6,9 - 7,1, utilizando NaOH 1N  
Añadir agua destilada hasta completar 1 litro. 
Esterilizar por filtración empleando  filtros de membrana 
Mantener refrigerado 4-8 °C hasta su uso.  
 
Medio RPMI 1640 suplementado I 
• RPMI 1640…………………………………………………… 10,40 g 
• Tampón MOPS……………………………………………… 34,53 g 
• Agua destilada……………………………………………… 700 ml 
Disolver los componentes en el agua destilada agitando hasta su completa disolución. 
Luego agregar: 
 Glucosa………………….18 g  
 Peptona………………….10 g  
 Bilis de buey…………….5 g  
 Extracto de malta……5 g  
 Glicerol……………………10 ml  
 Tween 40………………..5 ml  
 Tween 80…………………500 µl  
 Cloranfenicol…………… 250 mg 
La solución debe agitarse vigorosamente hasta lograr la complete disolución de los 
componentes  
Añadir agua destilada hasta completar 1 litro. 
Ajustar el pH a 6,9 - 7,1, utilizando solución de NaOH 1N  
Esterilizar por filtración empleando filtros de membrana. 
Mantener refrigerado 4-8 °C hasta su uso.  
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Medio RPMI 1640 suplementado II 
• RPMI 1640 …………………………………………………… 10,40 g 
• Tampón MOPS……………………………………………… 34,53 g 
• Agua destilada …………………………………………….. 700 ml 
Disolver los componentes en el agua destilada agitando hasta su completa disolución. 
Luego agregar:  
• Glucosa………………………1,8 g   
• bilis de buey……………….4 g  
• glicerol……………………….1 ml  
• Tween 20………………….400 µl  
• Cloranfenicol…………….. 250 mg 
La solución debe agitarse vigorosamente hasta lograr la complete disolución de los 
componentes  
Añadir agua destilada hasta completar 1 litro. 
Ajustar el pH a 6,9 - 7,1, utilizando solución de NaOH 1N. 
Esterilizar por filtración empleando filtros de membrana. 
Mantener refrigerado 4-8 °C hasta su uso.  
 
Muller Hinton Agar  
Formulación (en g/L) 
Infusion de Carne……….. 300,0 
Peptona Acida……………. 17,5 
Almidon………………………. 1,5 
Agar…………………………………..15 g  
pH final: 7,2 ± 0,1. 
Suspender 37 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Dejar embeber 
de 10 a 15 minutos. 
Calentar con agitación frecuente y hervir durante 1 minuto. 
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Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.  
Enfriar a 45°-50°C y distribuir en las palcas de Petri (o agregar los suplementos que se 
desee) hasta un nivel de 4 mm (equivalente a 25-30 ml en placas de 9 cm de 
diámetro). 
 
Mueller Hinton Agar con 2% glucosa y 0,5 mg/L de Azul de Metileno 
Una vez esterilizado el medio base de Mueller Hinton agregar los siguientes  
suplementos.  
 Glucosa…………………………………20 g 
 Azul de metileno Solución stock 5 mg/mL en agua destilada…………. 100 µl 
Distribuir en placas de Petri hasta 4 mm (equivalente a 25-30 ml en placas de 9 cm de 
diámetro). Las placas  pueden ser conservadas durante un período de dos 
semanas a una temperatura de 4-8ºC y al abrigo de la luz. 
 
Solución stock de azul de metileno (5 mg/mL) 
 Azul de metileno estado sólido 0.1g  
 Agua destilada 20 mL 
Agregar 0,1 g de Azul de Metileno a 20 mL de agua destilada.  
 
 
